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RESUMEN

Desarrollo de un método enzimatico en fase sem@blpara la cuantificacion de
esfingomielina en las subclases de HDL: efecto @edieta baja en fructosa en
pacientes con Sindrome Metabdlico

La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) edr@epa causa de mortalidad
en los paises desarrollados y es la segunda causaigte en la poblacion adulta en
nuestro pais después de la diabetes mellitus.ijh@groteinas de alta densidad (HDL)
evitan la formacion del ateroma por su papel céqura desempeiian en el transporte
reverso de colesterol (TRC), protegen a las Lddintra la oxidacionfavorecen la

funcién endotelial y regulan de respuesta inflamato

Las HDL se han separado por cinco subclases derdacug su radio
hidrodinamico en gel de gradiente de poliacrilamidadeterminacion de los tamafos
HDL puede ser de un gran apoyo diagnostico endluauion del riesgo cardiovascular
y de enfermedades relacionadas. Estudios reciemiégsan que las subclases HDL
correlacionan de manera negativa con progresiénladeenfermedad coronaria
independientemente del C-HDL y de otros lipidossipiaticos y algunos estudios
muestran que las HDL pequefias predicen la enfexnedediovascular recurrente,

aungue aun existe gran controversia al respecto.

Se ha sugerido que las propiedades antiaterosakere las HDL dependen de
su composicion quimica. Uno de los componentes d¢DL son los fosfolipidos, los
cuales se encuentran en la parte exterior de Ecpar Un fosfolipido clave en el
metabolismo de las HDL es la esfingomielina (EMj. EM es el segundo fosfolipido
mas abundante en el plasma de los mamiferos, altdnhasta un 18% del total de los

fosfolipidos plasmaticos.

Datos experimentales en cultivos celulares y estueih animales sugieren una
asociacion tanto de la esfingomielina (EM) y laaceida (un metabolito de la EM) en el
desarrollo y la progresiéon de la aterosclerosia. EM y la ceramida han sido aisladas
de placas aterosclerdticas tanto de humanos cenamichales. Los niveles de EM en
plasma en ratones apo E knock-out (ateroscleresms} veces mas grandes que en los
ratones silvestres, y esto puede explicar en paiteremento de aterosclerosis en estos
animales.
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Esos datos sugieren que la EM puede jugar un arhptor en el desarrollo
de la aterosclerosis. A pesar de los humerosos dpte asocian los niveles de EM
con aterosclerosis en animales, existen pocos datofiumanos, por tanto la
mediciéon de EM puede proveer nuevos enfoques extelamgénesis humana, por
tanto el contar con técnicas sensibles y fiablesa g cuantificacion son de
considerable importancia (Hojjati et al, 2005). &mnbargo, no se han descrito cuales
de las subclases de las HDL transportan mas EMwedtorizan eficientemente a la
célula. Esto sélo es posible averiguarlo con mé&ayie sean capaces de cuantificar la

EM tanto en suero como en las subclases de HDL.

En este contexto se enmarca el presente proyattel eual se desarrollo un
meétodo enzimatico-colorimétrico en fase semisdfidea cuantificar la esfingomielina
presente en cada subclases de HDL. El método enidasda sirvid para cuantificar la
esfingomielina sérica y de HDL total. La estrategansiste en realizar reacciones
enzimaticas acopladas que al final produzcgD,ty esta reaccione con un donador de
electrones que genere un producto colorido sigiste® analizable por densitometria
Optica. Posteriormente también se desarrollo unodeéten fase liquida para la
cuantificacion de EM en liquido, de tal forma quenbas métodos sean

complementarios y cuantitativos.

Después del desarrollo de los métodos se evali@aramuestras de pacientes
con sindrome metabdlico, ya que estos pacienteeman dislipidemias, una de ellas,
bajos niveles de colesterol de HDL, por lo que smemmn cambios en la composicion
lipidica de estas lipoproteinas. Se ha postuladolgalta ingesta de fructosa afiadida
en la dieta posiblemente es una causa del sindrove@bdlico, por tanto,
adicionalmente, los pacientes con sindrome metabdlieron sometidos a una dieta

baja en fructosa, siendo las muestras pre tratéonsenautocontrol.

~12 ~



ABREVIATURAS

ABCA-1:
Apo:
Apo BJ/Er:

ATP III:

CETP:
C-HDL:
CT:
DM:
EAC:
EM:

EMasa:

ENSANUT:

FMS:
HDL:
IDL:
IMC:
LacCer:
LCAT:
LDL:
LDLox:
LH:

Lp:
LPL:
MTT:

NO:

Transportador de membrana dependiente de ATP
Apolipoproteinas
Receptor para lipoproteinas que contienen apo By E

Tercer informe del Panel de Expertos del Prograaidwal de Educacion del
Colesterol sobre deteccion, evaluacion y trataroidetla hipercolesterolemia

en los adultos.

Proteina de transferencia de ésteres de colesterol

Colesterol de HDL

Colesterol total

Diabetes Mellitus

Enfermedad aterosclerosa coronaria

Esfingomielina

Esfingomielinasa

Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
Fenazin metasulfato

Lipoproteinas de alta densidad

Lipoproteinas de densidad intermedia

indice de masa corporal

Lactosil ceramida

Lecitina colesterol acilo transferasa

Lipoproteinas de baja densidad

Lipoproteinas de baja densidadidadas

Lipasa hepética

Lipoproteinas

Lipoproteina lipasa

Azul de Tetrazolium

Oxido nitrico
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NOs:

PAGE:

PAS:
PAD:
PLTP:
Qm:
RMN:
ROS:
sLpB:
SM:

S1P:

SR-BI:

Tg:
TRC:

VLDL:

Oxido nitrico sintasa
Electroforesis en gradiente de poliacrilamida
Presion arterial sistolica
Presion arterial diastélica
Proteina de transferencia de fosfolipidos
Quilomicrén

Resonancia magnética nuclear
Especies reactivas de oxigeno
Sobrenadante de las lipoproteinas que contieneB apo
Sindrome metabdlico
Esfingosina 1 fosfato
Receptor scavenger clase B tipo |
Triacilgliceroles
Transporte reverso del colesterol

Lipoproteinas de muy baja densidad
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ANTECEDENTES
Lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos macromolecularssugomicelares, constituidos
por lipidos anfipaticos (fosfolipidos y colestéelible), lipidos no polares (triglicéridos y
ésteres de colesterol) y por proteinas llamadadipapooteinas (apo). Los lipidos
anfipaticos se organizan en una monocapa en lafmigpalel complejo, presentando
sus grupos polares hacia el medio acuoso. LooBpid polares son insolubles en un el
plasma y en consecuencia se sitian en el integidasllipoproteinas, evitando asi las
interacciones con grupos polares que serian figiomgamente desfavorables. La
estabilidad fisicoquimica de la monocapa estd damlalas apolipoproteinas que
estabilizan e integran los componentes interno® ysuperficie. De esta manera se
constituye el complejo funcional que transporta gtaboliza los lipidos en el plasma
(Voet D. y Voet J, 1995; Pérez-Méndez O, 2004).

Clasificacion de las lipoproteinas

La composicidn y caracteristicas de las lipopreteirson muy variables, y
dependen de su origen y metabolismo. Las diversagteristicas bioquimicas de las
lipoproteinas permiten diferenciarlas en poblacgongque suelen interactuar
constantemente. La clasificacion mas aceptada s& &a su densidad de flotacion
generando cinco clases de lipoproteinas, la cugdresenta en el cuadro 1. También se

muestran algunas de sus propiedades, como tamaiwiljdad electroforética.
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Cuadro 1: Clasificacion de las lipoproteinas enebassu densidad de flotacién y
movilidad electroforética. Lp: Lipoproteina, Ap@golipoproteinas, Tg: triglicéridos.

Lipoproteina |Abre- Densidad Composicion Movilidad |Tamafio
viatura de electro- (nm)
flotacion forética
(g/mL)
Quilomicrones | Qm Menor a | Alto contenido en Origen Mayor al
Tg. Apos: B-48, A}, 70
0.94 A-1l, A-1V, C-I, C-II,
C-llly E. Son las Lp
de mayor tamafio
Lipoproteinas | VLDL | 0.94 <d<| Principalmente Tg,| Pre-beta 30-70
de muy baja apo B-100,
densidad 1.006
C-l, C-ll, C-llly E.
“Very Low
Density
Lipoproteins”
Lp de densidad| IDL 1.006 <d Colesterol y Tg, Pre-beta | 20-30
intermedia
<1.019 |apo B-100, C-I, C-II
“Intermedie Beta
Density C-llly E.
Lipoproteins”
Lipoproteinas | LDL | 1.019<d| Alto contenido en Beta 18-30
de baja colesterol y apo B-
densidad <1.063 100.
“Low Density
Lipoproteins”
Lipoproteinas HDL | 1.063<d| Alto contenido en Alfa 5-12
de alta proteinas y
densidad <1.210 fosfolipidos y
colesterol. Su
“High Density principal Apo es la
Lipoproteins” A-l, ademas contienie

apo A-ll, A-1V, C-l,
C-ll, C-llly E.

Adaptado de Aguilar-Salinas&t al, 1989.

~ 16 ~



La mayoria de las clases de lipoproteinas estapuestas de varias subclases

que se diferencian por su diametro, densidad, ceitipa, y funcionalidad bioldgica.
Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las HDL son particulas esféricas o discoidales lti® @densidad hidratada
(1.063-1.21 g/mL) debido a su alto contenido deéginas, ya que en comparaciéon con
las otras lipoproteinas, presentan la mayor praforproteica (45-55% de su masa
seca). La fraccion proteica de las HDL puede estampuesta por diversas
apolipoproteinas, como la apo A-ll, C-l, C-ll, G-§ E, cuyas caracteristicas se
presentan en el cuadro 2. Foslolipidos

Apo Adl

Apo E

La apo A-l es la

Esteres de

apolipoproteina mas colesterol

Colesterol libre
abundante de las HDL
(Asztalos y Schaefer, 2003
Barter et al, 2003) En el

interior de las HDL se

Triglicéridos et - B9 Apo Al
Apo C's

encuentran los lipidos

hidrofobicos (triglicéridos | |

y ésteres de colesterol); e ’
Diametro 7.5-10nm

el exterior se encuentral Figura1.- Represertacion esquemética de la estructura de las HDL

los lipidos anfipaticos (colesterol libre y fosfitios) que forman una pseudomicela
lipidica, la cual es estabilizada por las apoliptginas, (ver fig.1). Su tamafio es de 5-

12 nm.

La biosintesis de las HDL inicia con la sintesipdtiea y secrecion de la apo A-l al
sistema vascular, la cual se asocia facilmentef@sfolipidos generando una estructura
discoidal que puede captar colesterol llamadascpéas pref (Castroet al, 1992). La
apo A-l1 ademas de su funcién estructural es indsgigle para la salida de colesterol de
las células periféricas, la primera etapa del frarie reverso de colesterol (TRC) que se
detalla posteriormente. La apo A-l también desempaffuncion de coenzima de la
lecitina: colesterol acil transferasa (LCAT), enainlave en el TRC.
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Cuadro 2. Caracteristicas de las apolipoprote(iMmdificado de Toledo-lIbelles, 2008).

Apo P.M. Localizaciéon Sitio de Funcién
sintesis
A-l 29,016 HDL, Qm Intestino|  Principal componente de las
Higado HDL, activador de LCAT,
estimula la salida del colesterd|.
A-ll 14,414 HDL Intestino| Proteina componente de HDL],
Higado | inhibidor de LH y de la LCAT.
A-IV 44,465 HDL, Qm Intestino| Activador de LCAT, rdalador
de LPL y estimula la salida dg
colesterol.
B-100 | 512,723 VLDL, LDL Higado Ligando para receptor de LDL
B-48 | 240,800 Qm Intestino Proteina estructural de los Qn.
C-l 6,630 HDL, VLDL, Higado Activador de LCAT, inhibe la
Qm captacion hepéatica de Tqg.
C-lI 8,900 HDL, VLDL, Higado Activador LPL, inhibicion de 13
Qm captacion hepatica de Lp-apo B-
100.
C-lllp12| 8,800 HDL, VLDL, Higado Inhibidor de la LPL
Qm
Ecszsa | 34,145 VLDL, HDL Higado | Ligando de receptor de Lpde
residuos de Qm, estimula la
salida de colesterol.

Apo: Apolipoproteina, P.M: Peso molecular, Lp: Lppoteina, Tg: Triacilgliceroles,
HDL.: Lipoproteinas de alta densidad, Qm: Quilomi@®, LDL: Lipoproteinas de baja
densidad, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densida@AT: Lecitina colesterol

aciltransferasa, LPL: Lipoproteina lipasa, LH: lspahepatica.

Las HDL tienen un papel importante en el tratatoiede la enfermedad
aterosclerosa coronaria, ya que son particulasatarsclerosas como veremos
posteriormente.
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Enfermedad Aterosclerosa Coronaria

La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) esnferrmedad con mas
morbimortalidad en paises desarrollados. En Méagta segunda causa de muerte en
la poblacion adulta, después de la Diabetes Mgl(BSA, 2008). En el Distrito Federal,
la EAC es la tercera causa de mortalidad en pessemadad productiva (INEGI, 2008).
Los afios de discapacidad secundarios a esta edf@inmepresentan una pérdida
significativa en la capacidad productiva individyalpoblacional. Por otra parte, el
conocimiento de los mecanismos patogénicos deetasaierosis, asi como las medidas
para prevenir sus complicaciones son importantes ganbatir este problema de salud
publica (Trejo-Gutiérrez, 2001).

La aterosclerosis se caracteriza por el engrosamié® la pared arterial de
vasos grandes y medianos debido a la formacioa géata de ateroma. La formacion
de la placa provoca el estrechamiento del lumervak y, por tanto, la reduccion del
aporte sanguineo a 6rganos como el corazén oafiroerLa placa aterosclerotica puede
presentar una rotura y causar un coagulo sangujmeoocluye la circulacién, y
provocar un episodio vascular isquémico agudo, exsr,dinfarto o evento vascular

cerebral.

Etapas del proceso aterogénico

El proceso de formacion del ateroma comienza camesearuencia de una lesion
al endotelio, que puede derivarse de numerososrés;tcomo dislipidemia, consumo
de tabaco, hipertensién, colesterol elevado, désbedsi como el incremento de la
produccion de radicales de oxigeno (ROS). Las lipefnas aterogénicas circulantes,
como las lipoproteinas de baja densidad (LDL) sermalizan hacia la intima cuando
aumenta la permeabilidad de la pared debido asfardiion endotelial. Una vez alli,
bajo un ambiente de estrés oxidativo ocurre laxpgacion de lipidos presentes en las
LDL, por lo que sus receptores celulares no pueeennocerlas y se acumulan y
agregan en el espacio extracelular. Este fenOmeane Hesencadenar una respuesta
inflamatoria que atrae linfocitos y monocitos destieorrente sanguineo. Estas células
se adhieren al endotelio mediante moléculas desaditn y penetran hacia el espacio
intimal por accién de diversas quimiocinas (Faxdral, 2004). La adhesion de los
leucocitos al endotelio requiere también la redutale los valores de 6xido nitrico

(NO) (Lorenzoet al, 2009). En la intima, los monocitos se diferem@amacrofagos
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para fagocitar las LDL oxidadas. La falta de magta enzimatica suficiente para
degradar los lipidos y lipoperéxidos tiene comosemuencia la acumulaciéon de estos
en el citoplasma del macrofago, denominados cékdpsmosas (Brown y Goldstein,
1983). Antes de morir, las células espumosas libena gran cantidad de citocinas que
estimulan al endotelio vascular para que sintatiés adhesinas, exacerbando asi el
proceso inflamatorio. Las células espumosas cogstitlas etapas mas tempranas del

ateroma.

Metabolismo de las HDL (Transporte Reverso del Cotgerol)

El metabolismo intravascular de las HDL se conoemegalmente como
transporte reverso del colesterol (TRC), que @selcambio dinamico de componentes
lipidicos en el torrente sanguineo. En este proadscolesterol excedente, tanto
sintetizado como depositado en las células peardériregresa al higado para su
eliminacidén o uso. Lo anterior evita la formaciém acumulaciones patolégicas como
los ateromas (Von Eckardstezhal, 1994; Barteet al,2003).

La estructura, composicion y distribucion de lasHEon parametros que
resultan del intercambio dinamico de lipidos emdie lipoproteinas y de éstas con el
organismo. Esta interaccion es posible por la paaede una gran variedad de
enzimas, proteinas plasmaticas y de membranauicremlas en el transporte, hidrolisis
y transferencia de los componentes de las lipoimade Algunas de las caracteristicas
de estas proteinas se presentan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Enzimas y proteinas involucradas en el metabolidmdas lipoproteinas
(Aguilar-Salinas Gt al,1989; Toledo-Ibelles, 2008).

Nombre Funcién Origen

LCAT
Cataliza la transferencia de un &cido gfHepatico

proveniente de la lecitina o fosfatidilcolina,
colesterol libre que se encuentra presente en [ds
y en las LDL. Contribuye a la maduracion de HDL

LH Hidroliza los triacilgliceroles y fosfolipidos delHL, | Hepatico
IDL y LDL. Es cofactor de SR-BI para una captagion
selectiva, asi como la generacion de apo A-l lde

D

lipidos.
Tejido adiposo
LPL Hidroliza los triacilgliceroles de VLDL y Qfmyscular,
utilizando C-Il como cofactor. Favorece la genaya pared endotelia
de precursores de HDL. pulmon.
CETP Tejido adiposo,

Intercambia esteres de colesterol por triacilgdlEs) hepatico

entre las HDL y lipoproteinas que contienen apo B ihtestino delgado

Receptores y proteinas de membrana

Receptor para las HDL para intercambia| Hepatocito, tejido
SR-BI colesterol entre los hepatocitos y las célul  esteroidogénico

D

Modulacion dla salida de colesterol y | Higado, macrofagos

ABCA-1 fosfolipidos. Favorece la maduracion de HDL. intestino.
Receptor para lipoproteinas que contienen Higado
Apo-B/E r By E. Incrementa la salida de colesterol V
hepatocitos.

LCAT: Lecitina colesterol acilo-transferasa; LH: pasa hepatica; LPL: Lipasa
lipoprotéica; CETP: Proteina de transferencia derés de colesterol. PLTP: Proteina
de transferencia de fosfolipidos, SR-Bl: Receptaravenger BIl, ABCA-1:

Transportador de membrana dependiente de ATP Alagpo 1, Qm: Quilomicrones,

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL: Lgvoteinas de densidad
intermedia, VLDL: Lipoproteinas de baja densidad)LH Lipoproteinas de alta

densidad.
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Las apolipoproteinas recién sintetizadas por ehddgson secretadas al torrente
sanguineo y adquieren lipidos como colesterol fofipsdos de los tejidos periféricos.
Las HDL tipo pre captan colesterol libre de las células periférmascipalmente por
interaccion con el transportador de membrana ABGlefdendiente de ATP presente en

el higado, macrofago e intestino (Brunheinal,2006).

Cuando las HDL pr@ captan el colesterol libre se convierten en paefHDLs,
que son particulas pequenfas, ricas en apolipopestsi con pocos lipidos. Las HPL
se convierten en particulas esféricas o HDL grgnaéss aumentan su tamaifio con la
esterificacion e internalizacion del colesteroldibeste proceso esta catalizado por la
enzima lecitina: colesterol acilo transferasa (OFA.a LCAT cataliza la transferencia
de un acido graso proveniente de la fosfatidil@lilecitina) al colesterol libre presente

en las HDL.

Las HDL resultantes tienen mayor tamafio y una meaosidad con respecto a las
HDLj3, por lo que las denominamos HPLque tienen dos posibilidades de interaccion,

con CETP o con el receptor “scavenger” clase BIti{@R-BI) (Figura 2).
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Figura 2. Transporte Reverso del Colesterol. Lp-B: Lipopirtds que contienen apo B
(VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad, LDL.ojgoteinas de baja densidad y
Qm, Quilomicrones). Tg: triacilgliceroles; LCAT: tiéina colesterol acilo transferasa,
LH: Lipasa hepatica; CETP: Proteina de transfeeedei ésteres de colesterol; PLTP:
Proteina de transferencia de fosfolipidos; SR-Bicdptor scavenger Bl; ABC-Al:
Transportador de membrana dependiente de ATP.

La interaccion con el SR-Bl en hepatocitos es etfliatmr de la remocion
selectiva de ésteres de colesterol de las HDL gargliminacion. Esta interaccién no
afecta a la proteina, ya que la HDL cambia su estra y regenera particulas HEL

que pueden continuar con la salida de colesterol.

Por otro lado, los ésteres de colesterol asociadas HDL, son intercambiados
por triacilgliceroles con las diferentes lipopro@s que contienen apo B; este
intercambio es facilitado por la proteina transpdota de ésteres de colesterol (CETP),
proteina plasmatica sintetizada en tejido adipbspatico e intestino delgado. Ademas,
para mantener una estructura estable. Las apoECseytransfieren a los quilomicrones
y VLDL. La lipasa hepatica (LH) hidroliza triglicélos y fosfolipidos de las HDL,
generando una particula remanente que puede sevdetda por la proteina
transportadora de fosfolipidos (PLTP) en particpta$ y HDL3, ambas con capacidad

de reiniciar el ciclo de captacién de colesteral.asi como el colesterol de los tejidos
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periféricos llega al higado para ser reciclado cretado a través de las vias biliares
(Barter y Rye, 1996).

Varios estudios demuestran que existe una reldoversa entre la EAC vy el
colesterol de HDL. Estudios epidemiolégicos indicae valores elevados de HDL en
plasma estan fuertemente correlacionados con ujaa ibeidencia de enfermedad
cardiovascular (Assmaret al, 1996), por ejemplo, si se incrementa en 20 mg/dL el
colesterol de HDL, se ha demostrado que existeredaccion del 50% en el riesgo
coronario (Kannel, 1983). El TRC es uno de losanesmos que explica mejor el papel

cardioprotector de las HDL.

Las HDL poseen multiples propiedades antiaterogénique incluyen el
transporte reverso de colesterol, proteccién &llds contra la oxidacién, preservacion
de la funcion del endotelio vascular, regulacion laleexpresion de moléculas de
adhesion y de los procesos de coagulacion vy filiticms que participan en el proceso
ateroscleroso (Pérez-Méndez, 2004), por lo queHB& se consideran particulas
antiaterogénicas y por ello es importante cono@s de su composicion asi como de su

funciones antiaterosclerosas.

Subpoblaciones de las HDL

La continua remodelacion intravascular de las HDiopjtia que estas
lipoproteinas se presenten como una gama muy hérea de particulas, que pueden
diferenciarse por su didmetro, composicion lipidicantenido en apolipoproteinas,

densidad y carga.

La subclasificacion de las HDL comienza a ser ueeesidad ya que se ha
postulado que las subclases de HDL tienen difesefiotgciones fisioldgicas, pues son
grupos de particulas estructural y funcionalmenterehtes (Von Eckardsteiat al,
1994; Castreet al,1992; Ryeet al, 2009). Por lo anterior, se ha postulado que nostoda
las subpoblaciones son capaces de inhibir la @lerosis en la misma medida, como se
discutird més adelante (Pérez-Méndeal, 1995).

Se han propuesto diversos métodos de aislamienteeparacion de las
lipoproteinas y, se han generado diferentes sufictasones, todas ellas utiles debido a

la informacion que aportan. Estos métodos se besamcialmente en la determinacion
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de alguno de los componentes estructurales deipapréteinas. A continuacién se
describen algunos de estos métodos y la clasifinaeisultante.

Electroforesis en doble dimensionA partir de muestras de plasma, las HDL
son separadas por su carga y tamarfo en electisfosEdo agarosa como soporte. A
continuacion, el gel de agarosa se coloca al ideioain gel en gradiente de 3 a 30% de
poliacrilamida en condiciones nativas y de estaararse separan por su diametro
hidrodindmico. Una vez separadas las HDL se eleatrsfieren sobre nitrocelulosa y se
revela con anticuerpos anti apo Al, donde se obsdav presencia de 3 bandas
irregulares denominadas H{, HDLa, ¥ HDLog (Asztalozet al, 1997). Ademas, se
observa una pequefa fraccion de HDL que migrarraacion pre que se separa en
dos bandas denominadas [firey pre82. Destacan las particulas ptecompuestas
esencialmente de fosfolipidos y apo A-l. Estasipags desempefian un papel muy
importante en la captacion de colesterol de laslalperiféricas como se menciona
anteriormente en transporte reverso del colestéad. HDL migran en su mayoria
dentro de la fraccién del plasma, por lo que algunos autores las ideatifcomoa-
lipoproteinas (Pérez- Méndez, 2004).

Densidad de flotacibn Cuando las HDL son fraccionadas por
ultracentrifugacion, se separan tipicamente ensdbsfracciones mayores con base en
la densidad de flotacion (r): HDL (1.063<r<1.12 g/mL) y las HDk (1.12 <r<1.21
g/mL). Las HDL, son ricas en lipidos hidrofébicos mientras que Hid. 3 estan

formadas principalmente por fosfolipidos y protsif@hapmaret al,1981).

Densidad de flotacion en conjunto con el diametraltodinamico.-Las HDL

son aisladas a partir de plasma o suero por utttaitgyacion secuencial con base en su
densidad de flotacion. Posteriormente, las HDL ssparadas con base en su diametro
hidrodindmico por electroforesis en gel de gradiedd poliacrilamida en condiciones
no desnaturalizantes. Por ultimo, el gel se tifppeificamente para proteinas con azul
de Coomassie R250 y se cuantifica el area bajoreacen los intervalos de diametro
correspondiente a las diferentes subclases de HDldgnsitometria optica. Las HDL
separadas por este método pueden subdividirse €¢2BHEbn didmetros de 9.7-12 nm,
HDL2a, de 8.8-9.7 nm, HDL3a 8.2-8.8 nm, HDL3b 7.8-8m y HDL3c de 7.2-7.8 nm.

Este método es semicuantitativo; se determinardeoao de proteina, generando una
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estimacion proporcional de las subpoblaciones yimo medida de masa de las HDL

(Ver figura 3).

| | .| | \ f_|'f|".‘_:'l.~_=‘
2b x"\'\"&'_"_iﬂ 3b 3c
106 Diametro (nm) 7.6

Caracteristica HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c
Diametro (nm) 9.7-12 8.8-9.7 [8.2-88 |7.8-8.2 7.2-7.8
Densidad(g/mL) 1.099 1.107 1.123 1.155 1.186
Lipidos de superficie | mol/mol HDL
Fosfolipidos 130 140 120 45 25
Colesterol libre 70 40 25 15 10
Lipidos del “nucleo” mol/mol HDL
Colesterol esterificado [ 180 160 140 70 40
Trigliceridos 30 20 15 10 5
Contenido (%)
Proteina total 35 40 45 55 65
Lipidos totales 65 60 55 45 35

Figura 3. Heterogeneidad en las propiedades fisicoquindeaklDL en sujetos sanos
normolipémicos. Se muestra la clasificacion deHB4& por su densidad de flotacion en
conjunto con su radio hidrodinamico. Modificado Hentush y Chapman, 2006,
(cuadro); imagen modificada de Rsteal 2009.

Las particulas plasmaticas de HDL son altamenteerbgéneas en su
metabolismo y actividad bioldgica (ver fig 3) (Aaslts y Schaefer, 2003; Bartetr al,
2003). Las subclases HDL correlacionan de manegativa con progresion de la
enfermedad coronaria independientemente del C-HRQie ytros lipidos plasmaticos
(MacLeanet al,2000).

Numerosos estudios clinicos y epidemiolégicos hastrado claramente una
asociacion inversa e independiente entre el C-HRLnesgo de EAC relacionando asi
a las HDL con un efecto cardioprotector (Pérez-Meret al, 2000). Sin embargo,
existen sujetos con colesterol-HDL muy por debago lds valores de referencia
(hipoalfalipoproteinemia severa, C-HDL<15 mg/dLequw presentan historial clinico o
antecedentes familiares de EAC (Pérez-Méralesd, 2000; Elkhalilet al, 1997). Estos

hallazgos sugieren que la concentracion del C-HDLes suficiente para evaluar el
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riesgo de EAC o el efecto protector de las HDL. Psta razén, se ha propuesto en
estudios recientes que las subpoblaciones de HI@heni diferente actividad
ateroprotectora, por lo que su analisis, asi cancafacterizacion de su composicion
quimica puede mejorar la capacidad de evaluaestjoi de EAC (Von Eckardsteat

al, 2001).

Es bien sabido que los padecimientos cardiovassilae acompafian de
distribuciones de tamafios de las lipoproteinasltdedansidad (HDL) anormales. En
este sentido, estas anormalidades pueden ser rasichiomarcador, sino que pueden
tener una relacion directa con el desarrollo derlffermedad (Kontush et al, 2003;
Pérez-Méndez et al, 2008).

A pesar del gran potencial clinico que tiene laheinacion de tamafos de las
HDL, su uso no se ha generalizado porque existe @yatroversia acerca de cual es la
fraccidn mas ateroprotectora. La mayoria de lasdésd epidemiolégicos muestran que
los pacientes con EAC tienen bajos niveles plaswmsitile HDL grandes con respecto a
los sujetos control, (subclases 2b y 2a) (Fett, 2005; Garveet al,2003; Van der
Steeg et al, 2008) asociando a esta subpoblacion con un maydengal

antiateroscleros(Gtampferet al, 1991; Lamarche Bt al,1997; Freedmaat al,1998).

Paradé¢jicamente, en un metaanalisis reciente seddengue a mas colesterol-
HDL, acompafiado de particulas HDL grandes, maydesfjo cardiovascular (Van der
Steeget al, 2008). Estos resultados son similares a losreddes con el farmaco
experimental torcetrapib, un inhibidor de la CETIR @qumenta los niveles plasmaticos
de colesterol-HDL, incrementando la proprocion delLP pero que se asocio a un
incremento de mortalidad y morbilidad cardiovasmda(Brousseau MIgt al, 2004;
Barter et al,2007). Por lo tanto, un C-HDL plasmatico elevadmcégado a un aumento
del tamafio de estas lipoproteinas no siempre depavtector.

En contraste, los pacientes con hipoalfalipopretaias que no desarrollan EAC
mencionadas anteriormente presentan una proponcignelevada de HDL pequefias
(HDL3a, 3b y 3c) que fueron cuantificadas por sateoido proteico. Ademas, estudios
in vitro demuestran que las HDL pequefias son los mejoegstcaes primarios del
colesterol excedente de las células periféricametiemayor poder antioxidante y su

proporcion aumenta en ciertas circunstancias de beggo cardiovascular (Brooks-
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Wilson et al, 1999; Huescat al, 2004, Carreén-Torrest al, 2005). En su conjunto,
todos estos resultados son paradojicos.

Esta aparente paradoja puede tener una respuetdaneetodologia empleada
para cuantificar las subpoblaciones de HDL; mientpae los estudios epidemiologicos
generalmente han empleado RMN o precipitacion setéeqara cuantificar a las
subclases de HDL, los otros estudios han utilizatkrtroforesis en gradiente de
poliacrilamida con tincion especifica para protein@dabe enfatizar que este método es
semicuantitativo y en consecuencia no es totalmeoteparable a la RMN que es
cuantitativa. Ademas de la posible implicacién meétodo utilizado para cuantificar a
las subclases de HDL, la controversia acerca delauéaccion mas ateroprotectora
puede radicar en que el tamafio no es una cardéiceessficiente para subclasificar a
las HDL. En otras palabras, a un mismo tamafo ddcpk, pueden corresponder
diferentes tipos de HDL que pueden diferir enttasgbor su composicion lipidica como

se detalla a continuacion.

Funcion estructural y metabdlica de los lipidos déiDL

Se ha postulado que la composicion lipidica desldelases de HDL puede ser
un indicativo del metabolismo de esta familia g@iroteinas. Cuando las HDL son
separadas por su tamafio, es posible que aln rexitarencias en base al contenido
de lipidos entre subclases de un mismo didmetnodiimimico; estas diferencias son
resultado de circunstancias fisiopatologicas (RP&témdez, 2004). Si esto es asi,
entonces la cuantificacion de los lipidos preseetelss subpoblaciones de HDL puede
proporcionar mas informacion acerca de cual ssbcliene mayor potencial
antiaterogénico con el propdsito de utilizar a Rasclases de HDL como una
herramienta adicional para establecer el riesgonesio. En este sentido, estudios
previos de nuestro laboratorio han demostrado qoeptes pediatricos con sindrome
metabolico presentan HDL pobres en colesterol eniasion con HDL pequefas tipo

3b y 3c ricas en triglicéridos [Garcia-Sanckeal, 2011].

El contenido de fosfolipidos es otro factor deteanie en el metabolismo de las
HDL y sus efectos dependen en gran medida de lsiabeta de la cabeza polar (Pérez-

Méndezet al,2007; Carredn-Torrest al, 2008). Las HDL ricas en fosfatidilcolina son
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mas eficientes en promover la salida de coles&ar@omparacién con las HDL nativas.
La fosfatidilcolina se deposita en la placa atderssa por medio de las HDL y esto
contribuye a solubilizar el colesterol contribuyeraki al eflujo de colesterol desde la
placa (Fukudat al2008).

La carga eléctrica de la superficie de las pdescule HDL determina el
metabolismo de estas lipoproteinas y depende enmgaee de los grupos quimicos
ionizables de los fosfolipidos de superficie, emtipalar de la fosfatidilserina. Este
fosfolipido, tiene un papel central en la formaci®las HDL en los compartimentos
intracelulares sugiriendo que la carga eléctriggatiea de superficie adicional aportada
por la fosfatidilserina en las HDL es crucial paméeraccion de la apo Al con la

interface lipidica de las lipoproteinas (Chutgl, 2005).

Otro fosfolipido clave en el metabolismo de las H&d_la esfingomielina. La
esfingomielina es el esfingolipido mas comun y sdgufosfolipido mas abundante en
el plasma de los mamiferos, después de la fodtatiitia, alcanzando hasta un 18% del
total de los fosfolipidos plasmaticos. En las limdeinas la proporcion
esfingomielina/fosfatidilcolina es variable, sienids HDL las que poseen el cociente
mas bajo (Lanet al, 1991).

Hay muchos estudios que han sugieren que lagesfiielina puede jugar un
papel promotor en el desarrollo y progresién deatkrosclerosis, inclusive, se ha
propuesto un mecanismo por el cual la esfingonagimede promover la formacion del
ateroma, como se vera mas adelante. Sin embargee m@an descrito cuales de las
subclases de las HDL transportan mas EM vy la vieatoeficientemente a la célula, en
parte, por que no existe método alguno para ci@atifa esfingomielina asociada a
cada una de las subclases de HDL, por ello surgedasidad de desarrollar un método

que permita determinarlo.

Actualmente se desconoce cuales subclases de Hidlibeyen con una mayor
cantidad de fosfolipidos y como se altera el cadtede fosfolipidos de las diferentes
subclases de HDL en la EAC y otras circunstanciampatolégicas de riesgo

cardiovascular.
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Esfingomielina

Un fosfolipido clave en el metabolismo de las HRLI& esfingomielina (EM).
La concentracion tipica de EM en suero humano e25d80 mg/dL (Schlittet al,
2005). Los esfingolipidos no se encuentran en dolibre en el plasma, sino que se

asocian con lipoproteinas y son particularmentaddtes en las LDL.

o La esfingomielina esta

- ceramida | formada por tres  motivos

: A s o ! inei .

B Crhy ; estructurales principales: una
HC s fj e Onp Oy o CHy i base de cadena larga, la
T G esfingosina ; _ _ o

; +esfingosina, un acido graso de

longitud variable unido al

- "

Esfingomielina carbono-2 de la cadena base y

Figura 4. Estructura quimica de la esfingomielina,
ceramida y esfingosina hidrofilico unido al carbono-1

fosforilcolina como  grupo

(Furtherman y Hannun, 2004) (ver Figura 4). El aadaso de longitud variable unido
a la esfingosina forma la familia de ceramida, unalécula hidrofobica cuya

produccion es incrementada bajo estimulos desestré

Los esfingolipidos tienen muchas funciones biolagjiancluyendo la regulacion
la dinAmica de las membranas celulares formande parlos microdominios llamados
“lipid rafts”, participan como elementos clave as tascadas de transduccién de sefales
que regulan el crecimiento, diferenciacion y muegilar. Ademas, también participan
en el metabolismo de lipidos. Actualmente la esimiglina se ha implicado en la

patogénesis de la aterosclerosis, como veremostiagacion.

Esfingomielina y Enfermedad Aterosclerosa Coronaria

El papel de los esfingolipidos en la patogénegigogresion de la aterosclerosis
es un area de investigacién activa (Tabas, 2004smuh et al, 2008). Datos
experimentales en cultivos celulares y estudiosagimales sugieren una asociacion
tanto de la esfingomielina (EM) y la ceramida (uetaibolito de la EM) en el desarrollo

y la progresion de la aterosclerosis (Alewijns€)&0
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La EM y la ceramida han sido aisladas de platesoscleréticas tanto de
humanos como de animales (Smith, 1960; Schetsal, 1996; Devlinet al, 2008).
Las lesiones aterosclerdticas humanas y animalesicas en EM (Hoffet al, 1985;
Guyton et al, 1996). Los niveles de EM en plasma en ratones Epknock-out
(aterosclerosos) son 4 veces mas grandes que eattoges silvestres (Jeomy al,
1998), y esto puede explicar en parte el incremdataterosclerosis en estos animales
(Plumpet al, 1995). La proporcion EM/fosfatidilcolina fue inonentada 5 veces en
VLDL de conejos hipercolesterolémicos (Dewinal 2008).

Recientemente, se demostré que la administraciomu®cina, un inhibidor de
la sintesis de EM en ratones apo E knock-out digydirdramaticamente los niveles de
EM, incrementando los de PC, que disminuyo el @eaa lesion aterosclerdtica
(Hojjati et al, 2005; Parlet al,2004). La mayoria de los esfingolipidos identifizcaen
la placa aterosclerética parecen ser sintetizddasovo(Mukhin et al, 1995; Hojjatiet
al, 2005).

Esos datos sugieren que la EM puede jugar un oohgtor en el desarrollo de la
aterosclerosis. A pesar de los numerosos datosasp€ian los niveles de EM con
aterosclerosis en animales, existen pocos datbsimanos. Estudios transversales han
mostrado una asociacion entre los altos nivele€Meen plasma y aterosclerosis
subclinica (Nelsoet al,2006) y EAC (Jiangt al,2000), por lo que el nivel plasmatico
de EM es relativamente un nuevo biomarcador (Yebstahl, 2010), por tanto la
medicion de EM puede proveer nuevos enfoques atetagénesis humana asi como
en varios modelos animales, por tanto el contartéomicas sensibles y fiables para su

cuantificacion son de considerable importancia jgdiogt al, 2005).

Mecanismo por el cual la esfingomielina puede pronver la formacion del
ateroma

Andrieu-Abadie y Levadeet al, 2002 fueron los primeros en revelar la posible
participacion de la ruta ceramida/esfingomielindeeaterogénesis a través de un efecto
mitogénico en las células del musculo liso vascular

Las células endoteliales de la arteria coronari|gndo cubren la lesion
ateroscleroética, secretan esfingomielinasa (EMasga). secrecidon de enzimas es
reforzada por citocinas pro-inflamatorias atrogasi(Maratheet al, 1998). La EMasa
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secretada hidroliza la EM retenida en la superfigelas lipoproteinas aterogénicas
formando ceramida (Augst al, 1996).

Estudios recientes Bancek$ al, (2009) han demostrado que la agregacion de

las LDL favorece su adhesion a los proteoglicanes la matriz del espacio
subendotelial, promoviendo la formaciéon de la platromatosa. En este sentido, las
ceramidas tienen una fuerte tendencia a la autgagion, lo que puede contribuir a la
agregacion de las LDLs enriquecidas con ceramidéofidinen, Lemmiclet al, 2000).
De esta manera, las EMsas contribuyen al procesmmaatoso, catalizando la
formacion de ceramida a partir de las LDL ricadhy promoviendo en consecuencia
la permanencia de estas lipoproteinas en el ater&narespaldo a esto, se ha
demostrado que la esfingomielinasa promueve io Vdiragregacion de LDLs (Schissel
et al, 1996).

Los estudios en pacientes y modelos experimentalerman la presencia de
EMasa en las lesiones aterosclerdticas. Se hawalogeen estudios in vitro, que la
esfingomielina asociada a LDL oxidadas se hidrdiZaveces mas que la EM asociada
a LDL nativas (Grandkt al,2006).

Esfingomielina, ceramida y especies reactivas deigeno

La ceramida endogena se genera principalmentetia gata esfingomielina por
la hidrélisis inducida por la EMasa, y también paisdr generada a@vopor la accion
de la ceramida sintasa (HuwilereAal, 2000).

Tanto la produccién de ceramida como su funciotgnegvolucradas en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (RGM®)incluyen HO,, superoxido y
radicales hidroxilo. Como ya se ha mencionado ®mteente, las citocinas
inflamatorias podrian activar la EMasa Yy aumemdaproduccion de ceramida,
metabolito que favoreceria el incremento de ROSedt@ sentido, algunos estudios han
sugerido que el estrés oxidativo inducido por ecpso de isquemia-reperfusion en el
corazén, pueden ser consecuencia de algunos mtdabdé la EM (Hernandeet al
(2000), Pchejetslat al, 2007).
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Por otra parte, la ceramida tiene muchas funcibr@égicas mediadas por ROS
como molécula sefal. Estudios recientes han deatwstjue la ceramida estimula la
produccion de ROS en las células endoteliales hasn@net al, 2002). La produccion
de superéxido increment6 4 veces cuando las cétilesulares lisas adrticas fueron
incubadas con lactosilceramida (LacCer) (Chattej@88).

La ceramida puede jugar un papel importante ene$aon de reperfusion/
isquemia, ya que es responsable de provocar daiatarc (Pchejetsket al, 2007;
Bielawskaet al, 1997). Desde hace tiempo se sabe que la acudnlde ceramida
conduce a la muerte celular y la apoptosis; pgiceidente, la esfingosina-1-fosfato
(S1P) es un promotor del crecimiento y superviwerag las células (Spieget al,
2003).

La S1P ha demostrado influir positivamente en lpestivencia de células
cardiacas durante los periodos de isquemia-rep@nf@din et al, 2004). De hecho, la
preincubacién S1P se ha demostrado ser util pagaepir la mortalidad de los
cardiomiocitos inducida por la hipoxia (Vess#yal, 2009; Bandhuvulat al,2011).

En el contexto del dafio cardiaco por isquemia fep€n, estudios recient@s
vitro han demostrado que las HDL inducen la sobrevidisle€élulas después de un
estrés (Rong Taet al, 2010). Este efecto cardioprotector de las HDL dwedd aporte
de S1P que reciben los cardiomiocitos por partestis lipoproteinas (Tab al 2010).

La S1P estimula la proliferacion de células mugesldisas y endoteliales, lo
que contribuye al engrosamiento de la pared vasgulastabilizacion de la placa
(Yatomi et al,2000).

Aungue la agregaciéon de las LDL es importante fmpogresion del ateroma
en sus etapas tempranas, aun hace falta demostrarposibles mecanismos por los
que la EM puede promover la progresion del atergmes aunque hay fuerte evidencia

clinica de la relacién de EM con la EAC, los mesards aun son desconocidos.

~ 33 ~



Esfingomielina y Oxido Nitrico

Otra funcién importante de los esfingolipidos tigjue ver con aterosclerosis es
la induccion de la sintesis de oxido nitrico (N@).NO es producido por la oxido
nitrico sintasa (NOs), es uno de los mecanismoglaggios mas importantes en la
homeostasis vascular. Las HDL son las lipoproteitesmaticas que acarrean la mayor
cantidad de esfingosina 1 fosfato (S1P). Por aireepmuchos efectos bioldgicos de las
HDL, como la induccion de la produccion de NO estial, vasodilatacion y
cardioproteccién, son parcialmente mediados por. 3pPoximadamente la mitad de
los efectos de HDL en la induccion de NOs endatelcurre via receptores de S1P
(Noferet al, 2004).

En general, multiples efectos de las HDL en célw@adoteliales, como la
migracion, proliferacion, integridad del endotgli@angiogénesis son mediados en parte
por la S1P en HDL (Sattler y Levkau, 2009). Poaqtarte, la S1P en HDL inhibe las
respuestas pro-inflamatorias, como la generacidesgecies reactivas de oxigeno. Por
el contrario, el estrés oxidativo inducido por oeida puede ser la razén principal por
sus efectos en la reduccion de la biodisponibilidadNO vy la disfuncién endotelial, ya
que la ceramida puede estimular la produccién dénasuperéxido en las células
vasculares (Bhuniat al, 1997; Harada-Shibet al, 1998; Liet al, 2002).

Esfingomielina y subclases de HDL

Localizaciéon

La EM tiene propiedades anfifilicas similaresaddsfatidilcolina. Debido a las
fuertes interacciones de Van der Waals entre layE\icolesterol no esterificado, estos
lipidos se asocian en la capa superficial polardadelipoproteinas. La proporcion
EM/fosfatidilcolina varia entre las lipoproteinasendo las HDL las que poseen el

cociente mas bajo (Laret al,1991)

~ 34 ~



Interaccidon con LCAT

Mientras que la EM es el principal fosfolipido estural importante en HDL, la
esfingosina-1-fosfato (S1P), un metabolito de la, EMtambién un factor determinante
del contenido de colesterol esterificado, ya quieibm a la lecitin:colesterol acil
transferasa (LCAT) in vitro (Subbaiah al, 2006).

La S1P disminuye la fluidez de la monocapa deofgmtios de superficie,
impidiendo la activacién de la LCAT por la apo-Al gn consecuencia inhibe la
actividad de esta enzima (Subbaiah y Liu, 2003; &yad, 1996). Este lipido bioactivo
puede por tanto impactar el metabolismo intravascde las subclases de HDL
(Kontushet al, 2007) Mediante este efecto se puede retardar la madarde las HDL
y en consecuencia los altos niveles de EM se mlaani con hipoalfalipoproteinemia
(bajos niveles de colesterol de HDL).

Actualmente, no se han descrito cuales de las asdxlde las HDL transportan
mas EM y la vectorizan eficientemente a la célyéague no hay metodologia alguna
gue cuantifique la EM en las subclases de HDL.

Es importante recordar que el papel de la EM estdeogénesis no esta bien
descrito, y los estudios en humanos son muy escasague la importancia de la EM
es obvia, no hay métodos simples, rapidos y sassiphra su cuantificacion a
excepcion de un nuevo método propuesto del cudizaeamos una adaptacion para
determinar los niveles séricos de EM (Reza HojjatXian-Cheng, 2006). Para
cuantificar la esfingomielina asociada a cada umdad subclases de HDL no existe
método alguno; por lo tanto, en este trabajo pdetmos desarrollar el método de
cuantificacion de la EM en las subclases de HDkste Enétodo permitira en lo futuro
describir cuales de las subclases de HDL trangponées EM, asi como mostrar cual es
la implicacidon metabdlica de este fosfolipido ypsypel en la enfermedad aterosclerosa

coronaria (EAC).
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Sindrome metabdlico

Clasicamente se atribuia a la Diabetes Mellitusdetarrollo temprano de
macroangiopatia asi como también con el desarddl@terosclerosis precoz en las
arterias coronarias, de los miembros inferioreglyedcéfalo. Sin embargo, en 1984 se
comprobé que las complicaciones cardiovascularesm drecuentes tanto en los
diabéticos recién diagnosticados como en los peseque vivian con diabetes desde
hacia muchos afios (Jarret al 1984). De esta manera surgio la hipotesis de la
existencia de un terreno comun que favorecia lac@a, mas o menos simultanea, de

diabetes y de enfermedad cardiovascular.

En 1988 Reaven describio, con el nombre de Sindrdineun cuadro
caracterizado por la agrupacion de factores deyaiesmrdiovascular (aumento de
triglicéridos con disminucion de colesterol HDL,péitension arterial y obesidad
abdominal) asociado a resistencia a la insulina.s&rhipétesis, la resistencia a la
insulina juega el papel principal y la obesidaduesfactor predisponente (Horacio
Carbajal, Martin R. Salazar, 2009).

Actualmente estas alteraciones se agrupan dentraeam®minado sindrome
metabolico. En el tercer informe del Panel de Exgsedel Programa Nacional de
Educacion del Colesterol sobre deteccion, evalmacik tratamiento de la
hipercolesterolemia en los adultos (ATP Ill) semetlinicamente este sindrome por la

presencia de 3 de 5 criterios clinicos simplessgumuestran en el cuadro 4:

Cuadro 4. Identificacion clinica del sindrome métedo (ATP 111)

Factor de riesgo Nivel definitorio
Perimetro de | > 102 cm en el varén
cintura > 88 cm en la mujer
triglicéridos > 150 mg/dL
colesterol de HDL < 40 mg/dL

presion arterial >130/85 mm Hg
glucosa en ayuno > 110 mg/dL
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El sindrome metabdlico, definido en general de @tuea los criterios del
ATPIIl, se asocia a un riesgo 3-5 veces mayor dereredad cardiovascular, un riesgo
5 veces mayor de desarrollar diabetes tipgGRundy, 2006; ESH y ESC, 2007,
Bloomgarden, 2002), una mayor frecuencia de mdaifemes tempranas de dafio a
organos blanco tales como microalbuminuria, diseign del filtrado glomerular,
hipertrofia y disfuncion ventricular izquierda, idgz arterial y engrosamiento de la
pared de la carétida y aumento en el nivel derlascadores de inflamacion (ESH y
ESC, 2007).

Debido al actual aumento de cifras de obesidad ysebEentarismo en las
naciones en desarrollo, el sindrome metabdlicoaseohvertido en una situacion muy
frecuente; en Estados Unidos esta afectada laacparte de la poblacion, lo que
equivale a alrededor de 47 millones de habitastasSM (Forcet al, 2002).

Aln con los criterios diagndsticos mas exigent&8p 2le la poblacion de los
paises occidentales padece sindrome metabolichlékito, una gran proporcion de la
poblacion presenta este padecimiento, el cual ossiderado como predictor de
diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular, lasptiacipales causas de mortalidad en
poblacion adulta en México. De acuerdo a datokdencuesta Nacional de Salud y
Nutricion 2006 (ENSANUT 2006), la prevalencia nagbde sindrome metabdlico en
la poblacion mexicana de adultos de 20 afios d& ydaas, de acuerdo con el ATP li
es de 36.8% (Rojast al,2010).

El sindrome metabdlico produce hipoalfalipoproteiize (bajos niveles de
plasmaticos de colesterol de HDL), alteracion entéomafios de HDL (Pérez-Méndez
et al, 2004) y cambios de la composicién gquimica deslasclases de HDL (Garcia-
Sanchez et al, 2011). Por ello decidimos probangbdo en muestras de pacientes con
sindrome metabdlico, que tienen alto riesgo de EAQ alteraciones de lipidicas y

distribucion de las subpoblaciones de HDL.

Recientes estudios sugieren que una ingesta eacdsifructosa podria ser una

causa especifica del sindrome metabdlico (Haedl @005; Nakagawa et al, 2006).
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La ingesta excesiva de fructosa podria ser una causspecifica del sindrome
metabolico

La fructosa es un azlcar que esta presente eryrfriglas, pero la fuente mas
importante de fructosa en la dieta son las belidasazucares afiadidos, como la alta
fructosa (una mezcla de fructosa y glucosa presemtalgunos refrescos y bebidas
azucaradas). Estudios experimentales han mostiaetagngesta excesiva de fructosa
puede inducir todas las caracteristicas del SM aasr (Roncalet al, 2009).
Interesantemente, los efectos de la fructosa qdecen el SM en animales son
independientes de la ingesta calérica (Nakagawval 2006; Roncalet al, 2009,
Reungjuiet al, 2007).

Estudios clinicos (Stanhope y Havel, 2008; Stanhatpal 2009; Teffet al,
2009; Perez-Pozet al, 2010) y epidemiolégicos (Dhinget al, 2007; Johnsoet al,
2007) sugieren que la ingesta excesiva de frugtasde causar el SM. En particular,
Stanhopeet al administraron fructosa a 34 adultos sanos, queseswulentemente
desarrollaron hipertrigliceridemia, resistenciaaainsulina asi como acumulacion de
grasa intra abdominal; éstos efectos no fueronrebdes con dietas basadas en glucosa
(Stanhopeet al, 2009). En apoyo a esto, Perez-Petcal administraron 200 g de
fructosa diariamente a hombres sanos durante dosnss y notaron incrementos
significativos en presion arterial, triglicéridgeeso corporal, asi como resistencia a la
insulina con un decremento significativo en loseteg de colesterol de HDL (Perez-
Pozoet al, 2010).

Considerando que la EM participa en el desarrokkb ateroma, situacion
fisiopatoldgica asociada al sindrome metabdlico,pesible que una dieta baja en
fructosa repercuta tanto en la concentracion dageshielina en plasma como en la
distribucion de la misma en las diferentes fracesolipoprotéicas.
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HIPOTESIS

La restriccion del consumo de fructosa en pacieobessindrome metabdlico
inducird modificaciones de los niveles de esfingdima plasmatica, de LDL y de HDL
totales, asi como cambios en la proporcion reladvasfingomielina de las subclases
de HDL.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar un método enzimético en fase semisOlidaa determinar la
esfingomielina de las subclases de HDL en paciemiassindrome metabdlico antes y

después de una restriccion dietética de fructosa.

Objetivos particulares

. Estandarizar un método en fase liquida para detarmta concentracion

plasmatica de esfingomielina.

. Desarrollar un método enzimatico en fase semisd@ata determinar la

concentracién plasmatica de la esfingomielina desldbclases de HDL

. Determinar los niveles plasmaticos de esfingomeelintal y de las
subclases de HDL en pacientes con sindrome metabahtes y después de la

intervencion dietética consistente en una resticparcial de fructosa.

~ 40 ~



MATERIALES Y METODOS

Pacientes

La muestra biologica utilizada fue suero y plasrbtemidos de un grupo de 50
pacientes adultos con sindrome metabdlico, sirmartiiginto alguno. Se tomaron
muestras basales (pre tratamiento). Posteriornfieaten sometidos a una dieta baja en
fructosa. Después de seis semanas de tratamientoze otra toma de muestra (post

tratamiento).

Obtencion de muestras

Después de un ayuno de 12 horas, se obtuvierontiasiede sangre venosa
colectadas en tubos que contenian EDTA como augiitaate para plasma y en tubos
sin anticoagulante para suero. Las muestras fumomifugadas a 2500 rpm durante 15
minutos. Posterior a esto, se separd el suero smpladel paquete globular y fue

almacenado a -70°C hasta el momento de su analisis.

Analisis de laboratorio

Determinacion de la concentracion plasmatica deidips- Las concentraciones
plasmaticas de colesterol total (CT) y colesterebceado a HDL (C-HDL) y
triacilgliceroles (Tg), se determinaron por métodeszimaticos colorimétricos

comerciales Randox® (Reino Unido).

Para la determinacién del C-HDL, se precipitargragtir de plasma de manera
selectiva, las lipoproteinas que contienen apo BDQY IDL, LDL) con un reactivo
comercial que contiene heparan sulfato de mangamesoon de 10QL de plasma por
250 uL de reactivo precipitante. Se centrifugé a 350@ gurante 10 minutos. En el

sobrenadante contiene a las HDL totales.

La determinacion de proteinas totales se realiz&@lpmétodo de Lowry (ver apéndice 1)
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Determinacion de esfingomielina en fase semisdlida
Se determind la proporcion relativa de esfingom&kn las subclases de HDL asi
como su contenido de proteina en los dos grupesugstras para establecer si existen
diferencias significativas en estos parametros sagtedespués de la intervencion
dietética

Aislamiento de HDL

Las muestras de HDL fueron obtenidas por ultradagacion secuencial a partir

de plasma, de acuerdo al siguiente esquema deasgpar

1. Ajuste de densidad del plasma a 1.063 g/mL con Kd&iido vy
ultracentrifugacion por 2 horas 30 minutos a 10000®. En este paso se
separan las lipoproteinas que contienen apo B (VUL, IDL) las cuales
flotan a esta densidad (sobrenadante). En la fdegar se recuperan las HDL

con otras proteinas plasmaticas.

2. Ajuste de densidad a 1.21 g/mL con KBr solido. adéntrifugacion por 3 h a
100000 r.p.m.- A esta densidad flotan las HDL.

3. Ajuste del sobrenadante con solucion de KBr a dewsiL.25g/mL-. Este paso

se disminuye la cantidad de albumina residual gtéepresente con las HDL.

Posterior al aislamiento, las HDL se dializaronsucion amortiguadora de Tris 0.09
M, &cido Borico 0.08 M, EDTA 3 mM pH= 8.4 (amortapor TBE).

Aislamiento y andlisis de supboblaciones de HDL.-

Las subclases de HDL se separaron por su tamaéle&noforesis en gradiente de
3 a 30% de poliacrilamida en condiciones nativagyaando en cada pozo el equivalente
a 25 ug de proteina por pozo, 22 horas/ 180 Vdpéndice 2). Las HDL separadas en
gel fueron analizadas por su radio hidrodinamictijzando como referencia los
marcadores de alto peso molecular (tiroglobulinggni; ferritina, 12.2 nm; catalasa,
10.4 nm; lactato deshidrogenasa, 8.2 nm y albUén@d.1 nm, kit Pharmacia, UK). Se
realizé la tincion de los geles con el reactivoetador de EM desarrollado en este
trabajo, se destifiieron segun se detalla mas ddelan continucion se volvieron a tefiir

con azul de Coomassie que es especifico para mastdia proporcion relativa de cada
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subpoblaciéon de HDL se determiné por su radio ldiigi@mico conocido (HD4y 10.50-
12.36 nm, HDL, 9.94-10.58nm, HD#4, 8.98-9.94 nm, HD4, 8.45-8.98 nm, HD4
7.90-8.45nm) tanto en el gel tefiido por proteinasma por EM como se detalla a

continuacion.

Determinacion de esfingomielina (EM) en las subpabiones de HDL en fase

semisoélida

Para realizar la deteccion selectiva de esfingoamaielsobre el gel de
poliacrilamida se empleé una mezcla enziméatica cmsia de esfingomielinasa,
fosfatasa alcalina, colina oxidasa y peroxidasaauncion amortiguadora Tris 50mM,
CaCh 0.66 mM pH 8 (Reza Hojjati y Jiang, 2006), cold® sodio 3 mM y Triton®

100X 0.1%, asi como carboximetil celulosa como tgeiscosante (Figura 5A).

El producto final de la secuencia de reacciones&tiicas es bD, el cual es
proporcional a la esfingomielina presente en lastrtaeEl HO, reacciona con el MTT
(color amarillo) formando un producto soluble déoc@zul (formazan) en una reaccion
catalizada por la peroxidasa (figura 5B). El FM8rfa un complejo con el formazan de
color azul que es insoluble y precipita en el @g#lproducto de reacciéon colorido se
analizé por densitometria Optica. La composicidnlejalles acerca del desarrollo y
condiciones ensayadas del método se muestransendedbn de resultados del método en

fase semisolida.
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Figura 5. Esquema de la secuencia de reacciones enzimaticasapdeterminacion de
esfingomielina en fase semisolida. El formazandoalizado por densitometria éptica

en un intervalo de longitud de onda de 520 a 570 nm

Después la tincion por esfingomielina, el gel sstifié con solucion decolorante
(acido acético al 10%, 25% de metanol y 65% dejggara su posterior tincion con
solucion del colorante Azul de Coomasie R250 0.1%ametanol 25%, acido acético
10% y agua. Después de cada tincién, se obtuvoemsitbgrama correspondiente
(Molecular Analyst Software Version 1.1, 1994, MBad) de las bandas

correspondientes a esfingomielina y proteina panalisis.

Determinacion de componentes y condiciones del méto

Determinacion de la concentracion éptima de enzigsgfingomielinasa (EMasa)

Se ensayaron 0.25 U/mL, 0.125 U/mL y 0.0625 U/mlEinasa. En un gel de
gradiente de 3 a 30% de poliacrilamida, se colot@asa pozo el volumen de HDL
(uL) equivalente a 2fig de proteina. Se realiz0 la electroforesis enicaks nativas
como lo indica el anexo 2. Después de equilibrageélcon buffer Tris 50 mM Cagl
0.66mM, se cortaron tres carriles los cuales serdiii con el reactivo revelador de
esfingomielina desarrollado en el presente tralogie contenia las concentraciones

antes mencionadas (un carril por concentracion).

Se evalud primeramente cuales unidades de enzmmacapaces de revelar el
gel mediante inspeccion visual. Posteriormente ealizaron los densitogramas

correspondientes para seleccionar la concentramiéima de enzima que fuera capaz
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de revelar la muestra, donde la respuesta anafitea considerable y no hubiera
diferencia significativa al pasar de una conceitdraa otra (sensibilidad del método).
Las concentraciones de las otras enzimas utilizadda determinacion fueron: colina
oxidasa 0.25 U/mL, fosfatasa alcalina 5 U/mL y p&tasa 3.12 U/mL. Dichas

concentraciones estan basadas en el estudio ddofiblelleset. al 2010.

Estandarizacion del método en fase semisolida

Linealidad y determinacion de la cantidad éptima daiestra (HDL)

Se ensayo el volumenl() de HDL equivalente a 5, 10 15, 20, 25, 50, 7809
pHg de proteina (revelado con EMasa 0.0625 U/mL)icapdo la prueba de
determinacion de EM en fase semisélida como sell@etateriormente, utilizando
posteriormente la tincibn con Azul de Coomasie R256 realizaron las graficas
correspondientes de densidad optica contra can{etadg) de proteina, con el fin de
conocer el intervalo lineal de respuesta. Parerghtar la cantidad optima de muestra
a utilizar, se utilizara la cantidad minima de ntiteegue sea parte del intervalo lineal

tanto de proteina como de lipido.

Reproducibilidad

Para los ensayos de reproducibilidad se utilizik@enuestra biologica un pool
control de HDL, del cual se realizaron alicuotasigron refrigeradas. Quince de estas
alicuotas se trabajaron como muestras individuddses;suales fueron procesadas en tres
dias diferentes. A partir de ellas se realiz6 @bhaiiento y analisis de las subpoblaciones
de HDL con tincién por lipido esfingomielina y azié Coomasie de acuerdo a lo antes
descrito (un gel por dia con 5 muestras cada uRokteriormente se obtuvo el
densitograma correspondiente a cada una de eststrass De cada una se realizo el
analisis del area bajo la curva correspondientada cna de las subpoblaciones de HDL
tefiidas por esfingomielina. Posteriormente, seut@lel promedio, desviacion estandar
y coeficiente de variacion del area bajo la cunea lds 15 muestras para cada

subpoblaciéon de HDL procesadas en tres dias dissen
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Repetibilidad

Para los ensayos de repetibilidad se utilizé comestra biolégica un pool control
de HDL, del cual se realizaron alicuotas que sesamaron a 4°C. Quince de estas
alicuotas se trabajaron como muestras individules;uales fueron procesadas bajo las
mismas condiciones (analista, dia, aparato, latoqt A partir de ellas se realiz6 el
aislamiento y analisis de las subpoblaciones de H&un tincion por lipido
esfingomielina y azul de Coomasie de acuerdo atiesadescrito (un gel con 5 muestras

cada uno).

Posteriormente se obtuvo el densitograma correspateda cada una de estas muestras.
De cada una se realiz6 el analisis del area bajorlea correspondiente a cada una de las
subpoblaciones de HDL tefidas por esfingomielinastéiormente, se calculé el
promedio, desviacion estandar y coeficiente deacann del area bajo la curva de las
muestras para cada subpoblacién de HDL. El métedeproducible si el coeficiente de

variacion es menor o igual a 5%.

Adaptacion de la técnica para determinacion de egbmielina en fase liquida.

Cuantificacion de esfingomielina en suero

Estos son los cuatro pasos de la cuantificacionimenica de los niveles de
esfingomielina en suero:
1. La esfingomielinasa alcalina hidroliza la esfingelma a fosforilcolina y n-
acilesfingosina
2. La fosfatasa alcalina genera colina a partir deofdsolina
la colina es utilizada para generar peroxido dedgeno en la reaccion
catalizada por la colina oxidasa y
4. se genera peroxido de hidrogeno, el cual es wiizanto con un donador de
electrones para generar un compuesto colorido cueuede cuantificar

espectrofotométricamente (figura 1A).
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Donadores de electrones

Se probaron inicialmente dos donadores de eledremeun ensayo preliminar,
realizando determinaciones cualitativas en celsi@, es 2.L de perdxido de hidrogeno
concentrado mas 1mL de reactivo de colony 8e peroxidasa como catalizador. Los

donadores son:

a) azul de tetrazolium (MTT), 4 mg /mL
b) 4-amino antipirina 0.73mM y fenol 0.73 mM

Tanto el MTT como la combinacién de 4-amino anitigiry fenol no se emplearon
en la formulacién final del reactivo como donadodes electrones debido a la baja

sensibilidad con las muestras, tal como se muentta secciéon de resultados.

A continuacion se utilizdé como donador de electsomé N-etil-N-(2-hidroxi-3-
sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina, sal sddica (DAO®h combinacion con la 4-amino

antipirina, mostrando buena sensibilidad.

El DAOS se utiliz6 para nuestro estudio como donade electrones en

concentracion de 0.73 mM en combinacion con 4-amiipirina 0.73 mM.

El peréxido de hidrégeno reacciona con el DAOSaminoantipirina, asi como
peroxidasa, como catalizador, para generar un ptodazul colorido con una longitud
de onda de maxima absorcion de 595 nm. Las rea&siemzimaticas involucradas son
las mismas que en el método en fase semisolidafi(waa 1A). La reaccion con el

donador de electrones para la fase liquida se naugsbntinuacion:

2 H:O: + DAOS+ 4-aminoantipirina

peroxidasa

Producto azul { 595 nm)

La solucion amortiguadora de reaccion fue Tris ba@mM con CaGl 0.66 mM,

pH=8.2, Triton 100X al 2% como tensoactivo.
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Estandarizacion del método en fase liquida paradieterminacion de
esfingomielina en suero

Muestra biologica

Se probd inicialmente plasma como muestra biolodita embargo, debido a
problemas asociados a la muestra y al buffer quiets#ian en resultados y discusion, se

utilizé suero para la determinacion.

Determinacion de cantidad de enzima

Para determinar la concentracion minima necesarendimas para la reaccion,
se realizaron ensayos variando proporcionalmestmiamas, tomando como referencia
inicial la concentracion empleada en la determigracon el estudio de Reza Hojigatti y
Xian-Cheng Jiang2006 en fase liquida.

Las concentraciones de esfingomielinasa que skapn fueron 0.3125,
0.625, 0.9375, 1.25 y 1.5625 mil/de esfingomielinasa, utilizando como sustrato 14
uL de estandar de esfingomielina. La concentrac@remzimas en fase liquida son:

colina oxidasa 1.25 pUiL, fosfatasa alcalina 28U/ uL y Peroxidasa 200/uL.

Cantidad de muestraSe coloco en un pozo de microplaca 5, 10, 15 yl2@e
muestra, y el volumen se completdé a@0con buffer Tris 50 mM CaGl0.66 mM
pH=8. Posteriormente se adicionaron 200de reactivo de color con enzimas y se
incubé por espacio de una hora a 37°C. Se leygalea en un lector de microplaca

espectrofotométrico a 595 nm. El ensayo fue reddizeor duplicado.

Cantidad de reactivo de colo6e probaron 100 y 200 pL de reactivo de color

con enzimas.

Tiempo de incubacion:Se realizé una reaccion en microplaca por triplcad
utilizando 20uL de suero y 200 pL de reactivo dercoon enzimas, incubando a 37°C.
Se realizaron lecturas a los 30 minutos, 1, 1.5 yoPas utilizando un lector
espectrofotométrico de microplacas. Se eligioezhfio donde la respuesta fue maxima

y la reaccion fue estable.
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Blancos y controles

— Blanco de suero: 20L suero + 20Q.L buffer Tris CaC}

— Blanco reactivo de color con enzimas:20agua + 20QuL reactivo de color con
enzimas. Para cuantificar la produccion de color peidacion propia del
reactivo

— Solo buffer: 22QuL de buffer Tris CaGl Para cuantificar la absorcion propia de

la microplaca y el buffer.

Linealidad.-Se realiz6 un ensayo preeliminar para determinartetvalo lineal de
respuesta (curva patrén) de acuerdo a lo mostnadsl euadro 1. La curva se realiz6
por triplicado. EI método es lineal si el coefidene correlacion es mayor a 0.99 en las

curvas individuales asi como en la promedio.

Cuadro 5. Curva patrdn para determinacion de esfingmielina en fase liquida

STD (L) 0 4 6 8 12 | 16 18| 22 26 3(
Buffer (uL) 30 | 26 24 | 22 18| 14 12| 8 4 0
Reactivo de color copn200 | 200 | 200 200, 20p 200 20 200 2p0 200
enzimas (L)

Concentracion STDO 0.06/ 0.1 | 0.13/0.2 | 0.26/ 0.3 | 0.36| 0.43| 0.5
(mg/mL)

Preparacion del estandaBe pesdé con exactitud 5 mg de esfingomielina
(Aldrich) y se disolvié en 10 mL de etanol. Se aho triton al 2%. El estandar tiene

una concentracion de 0.5 mg/mL o 50 mg/dL.

Uso de colato de sodio como tensoactivo

Para la determinacion de esfingomielina en fasessdioe, el reactivo disefiado
tiene en su composicion colato de sodio, asi coambién se utiliza en la
determinacion de otros lipidos en fase semisol@argia-Sanchez Cet al, 2011,
Toledo-lbelles Pet al,2010).

Para la determinacion de esfingomielina en fagedajno hay reporte alguno en

la literatura que mencione el uso de colato deosgkit Sphingomyelin Assay de
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Cayman Chemical y Sphingomyelin Assay de Echelom) tanto se realizé un ensayo
para determinar la utilidad de usar colato de sedita fase liquida.

Se realizaron 3 curvas patron con estandar degesfirelina (0, 0.05, 0.15, 0.2,
0.25 y 0.35 mg/mL). Posteriormente se adicionar@® 1. de reactivo de color con
enzimas; para la primera curva sin colato, la segwon 6 mM de colato de sodio y la
altima con 60 mM de colato de sodio y se incuboggpacio de una hora a 37°C. Se
leyd la placa en un lector de microplaca espediaiétrico a 595 nm. El ensayo fue

realizado por duplicado.

Adicionalmente se probaron 5 y 10 pL de sobrenadapte contiene las
lipoproteinas que contienen apo B (s-LpB) llevadasn volumen final de 20uL con
agua y adicionando 200 pL de reactivo de coloramimas (mismas concentraciones
de colato), asi como 20 pL de suero (un pozo pda cancentracion). El ensayo fue

realizado por duplicado.

Repetibilidad.- Se descongelaron 14 alicuotas del suero control fgeeon
procesadas como muestras individuales. De cadatrawsestomaron 2(L de suero y
se colocaron en un pozo de microplaca (por dupbica@osteriormente se adicionaron
200uL de reactivo de color con enzimas y se incubdegpacio de una hora a 37°C. Se
ley6 la placa en un lector de microplaca espediaiétrico a 595 nm. El método es
repetible si el coeficiente de variacion es menigual a 5%.

Nota: en todas las placas realizadas se colocanodyplicado los blancos, controles y

curva patron antes descritos.

Determinacion de esfingomielina de HDL

Para la determinacion de esfingomielina de HDL skz@ el mismo aceptor de
electrones, concentracion de enzimas y condiciahgs método en liquido para
determinar esfingomielina en suero, variando la straebiologica, probando las

siguientes muestras:
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a)

b)

HDL obtenidas utilizando reactivo precipitante cooed (heparan sulfato de
manganeso) a razon de 400 de plasma por 250 de reactivo precipitante. Se
dej6é en reposo por 10 minutos. Posteriormente sieiftgd a 3500 rpm durante
10 minutos. En el sobrenadante contiene a las Hles. Se colocaron 20y 40
uL de HDL en un pozo de microplaca y se adicion208 uL de reactivo de
color con enzima. Se dej6 incubar a 37°C por espid hora. Posteriormente se

leyd la absorbancia en un lector de placas esgetimétrico a 595 nm.

HDL obtenidas del fase inferior de la primera wéatrifugacion diferencial de
acuerdo al primer paso del aislamiento de HDL. &ecaron 20 y 4QuL de

HDL en un pozo de microplaca y se adicionaron 20@de reactivo de color con
enzima. Se incubd a 37°C por espacio de 1 horaerfosente se leyo la

absorbancia en un lector de placas espectrofotmmé&ti595 nm.

De forma indirecta, utilizando el sobrenadante cu#iene las lipoproteinas que
contienen apo B (s-LpB) de la primera Ultraceng#cion diferencial de acuerdo
al primer paso del aislamiento de HDL. Se colocddnlL de (sobrenadante de
Apo B) en un pozo de microplaca maglsde agua y se adicionaron 20D de
reactivo de color con enzimas. Se incub6 a 37 °C gzpacio de 1 hora.
Posteriormente se ley6 la absorbancia en un ldetptacas espectrofotométrico
a 595 nm.

Determinacion de esfingomielina (EM) de HDL (métodiadirecto).-Se asume

que toda la EM plasmatica se encuentra distriberd&LDL, LDL e IDL (sLpB) y el
resto en HDL, por tanto, si conocemos la concerdtnacde EM en el sLpB, la
diferencia entre la concentracién plasmatica de \EM EM de las lipoproteinas que
contienen apo B es igual a la concentracion degasfiielina de HDL.
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Estandarizacion del método para determinar esfingelima de HDL

Determinacion de la cantidad de muestra (volumensigB)

Se ensayaron el volumen de 5, 10, 15y 20 yuL deesabante.

Ensayos de reproducibilidadbDe un suero control almacenado en congelacion
a -20°C, se extrajeron 14 alicuotas, las cualesorugrabajadas como muestras
individuales. Se extrajo el sLpB de acuerdo al estu de aislamiento de HDL
(primera fase de la ultracentrifugacion difererjci&l volumen inicial del plasma asi
como el volumen del sLpB extraido fue medido coacéiud.

Se colocaron 1nL de sLpB mas L de agua en un pozo de microplaca por
duplicado. Se adicionaron a cada pozo 20de reactivo de color con enzimas y
tensoactivos. Se incubd a 37 °C por espacio derd. lRosteriormente se leyd la
absorbancia en un lector de placas espectrofotmmésr 595 nm. El método es

reproducible si el coeficiente de variacion dentagestras es menor o igual a 5%.

Blancos y controles

En cada placa realizada se colocaron los siguid@@sos y controles, asi como la

curva patron por duplicado:

— Blanco sobrenadante: 20 sobrenadante diluido + 2@ buffer Tris CaCf 1X

— Blanco reactivo de color con enzimas:20agua + 20QuL reactivo de color con
enzimas. Para cuantificar la produccion de color peidacion propia del
reactivo

— Solo buffer: 22QuL de buffer Tris CaGl Para cuantificar la absorcion propia de

la microplaca y del amortiguador.

Aplicacion de un factor de correccion para el soheslante de Apo B
Debido a que el sLpB se recuper6 de forma manstl,i® es cuantitativa, por tanto la
concentracion de esfingomielina que se determihsal@enadante tampoco representa
el 100%. En consecuencia, fue necesario aplicdactor de correccién que incluyo el
porcentaje de recuperacion del sobrenadante. Estoealiz6 como se detalla a

continuacion:

~ 52 ~



Se descongel6 una alicuota de suero control alradoea -20°C. De esta
muestra se determind el colesterol total y coleste HDL, asi como el colesterol-no
HDL presente en el sobrenadante. Mediante la ditgémenumérica del colesterol total
menos colesterol HDL se obtuvo el valor del cole$teo HDL del suero control, que
representa el 100% de colesterol no HDL. Postegatense determind el porcentaje
gue representa el colesterol colectado en el sabagrie ajustando previamente por el
volumen del sobrenadante.

Se calcul6é para cada muestra el porcentaje de estipn y fue expresado como
una proporcion de colesterol no-HDL real/colesteroiHDL recuperado. El nimero
resultante es el factor de correccion (Fc) quenfudtiplicado por la concentracion de
esfingomielina asociada a HDL para obtener la couaingeion corregida de

esfingomielina de HDL.

Evaluacion del método en fase semisélida y en flageida

Una vez estandarizado el método en fase semisyligia fase liquida, ambos se
evaluaron en pacientes con sindrome metabdlicagusmmetieron a un tratamiento de

una dieta baja en fructosa durante seis semanas.

Se aplic6 el método en fase liquida para determipar niveles séricos de
esfingomielina asi como la esfingomielina asociadddDL por el método indirecto

anteriormente descrito.

El método en fase semisolida se utiliz6 para deter el contenido de

esfingomielina en las subpoblaciones de HDL.

Analisis estadistico

Calculo del tamafio muestraBasados en el estudio de Festal 2005, donde los
pacientes que desarrollan Diabetes Mellitus tigie@en un promedio de concentracion
de particulas HDL grandes de 4.1 pmol/L con unaide®n estandar de 0.2 pmol/L,
mientras que las HDL grandes en sujetos contraleeS.1+0.1 pumol/L, El célculo del

namero de pacientes resulta ser de 50.

El analisis de resultados se realizd con el pagestadistico Statiscal Package for

the Social Sciencens (SPSS Inc, version 18.0 paraldws.Chicago, lllinois). Los
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valores de las variables clinicas y bioquimicasxggesan como la media + desviacion
estandar. Las variables bioquimicas con distidsuoo normal se representan como

mediana con rango intercuartilar (percentilas B5%b).

Para determinar si los datos se ajustan a unabdisitin normal se realiz6 una
prueba de Kolmogorov—-Smirnov. La comparacién enmiables cuantitativas
continuas con una distribucion normal se realizdiarge la prueba de t de Student al
comparar dos muestras con distribucion normal.Maambles con una distribucidon no
normal se les realizé una trasformacion logarianpara poder aplicar las pruebas

paramétricas correspondientes.

Se realizé un analisis de correlacion bivariada R&arson para evaluar la
interdependencia entre la concentracion de C-HI[RLprocentaje realtivo asi como la
concentracion de esfingomielina en cada una desuaslases de HDL y algunas

variables bioquimicas de los pacientes.

En todos los casos los valores de p<0.05 se coasieestadisticamente significativos.

~ 54 ~



RESULTADOS

Determinacion de esfingomielina en fase semisdlida

Componentes y condiciones del método

La formulacién del reactivo para la cuantificacide esfingomielina en fase
semisélida se realizé con una mezcla enzimaticaaducion amortiguadora Tris 50
mM, CaC} 0.66 mM, pH 8.2. Las enzimas empleadas para dicantla presencia de
esfingomielina fueron esfingomielinasa, fosfatasalma, colina oxidasa y peroxidasa.

Las concentraciones finales de las enzimas seragsposteriormente.

Ademas se agreg0 colato de sodio 3 mM y Tritbn @D 0.1% para exponer a los
fosfolipidos embebidos en la estructura de lasplipeinas, y las sales fenazin
metasulfato (FMS) 0.6 uM y azul de tetrazolium (MT4 uM como donadores de

electrones.

Como agente viscosante se empleé carboximetilggulal 1.2%. En estas
condiciones la viscosidad generada es idonea peralgreactivo se disperse sobre la
superficie del gel, asegurando un contacto homagéntre el reactivo y el substrato, al
mismo tiempo que se evita al maximo la formaciémadujas que producen artefactos

al momento de revelar.

La tincion se realiz6 por contacto del reactivoedéingomielina desarrollado en
este trabajo con el gel de poliacrilamida a 37°Gradte la incubacion se monitored la
reaccion por comparacion cualitativa del desarrokola coloracion, tanto para la
muestra como para el fondo del gel de poliacrilanlchs observaciones se realizaron
desde 30 minutos hasta 2 horas; el contraste deldeacion muestra-fondo fue mejor

en el tiempo de 1 hora con respecto a los deméagpdie considerados (datos no
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mostrados). La aparicion de una banda con cotomacioleta fue indicativa de la
presencia de esfingomielina cuantificada indireetai® por la precipitacion de la sal

insoluble de formazan, que se determind por meeli@awflisis de densitometria Optica.

Concentracion optima de enzima esfingomielinasa

Para determinar la concentracion minima necesdarienzimas para la reaccion,
para la esfingomielinasa se realizaron ensayosandwmi proporcionalmente la
concentracién de la misma, tomando como referaniial la concentracibn empleada
en el estudio de Reza Hojjati et al 2006; las cotraeiones empleadas de 0.25 U/mL,
0.125 U/mL y 0.0625 U/mL.

Las concentraciones de las otras enzimas utdz&t la determinacion fueron:
colina oxidasa 0.25 U/mL, fosfatasa alcalina 5 U/ynperoxidasa 3.12 U/mL. Dichas

concentraciones estan basadas en el estudio ddoTiblelleset al.

En la figura 6 (izquierda) se presentan los degsiitmas generados en los
ensayos con diferentes concentraciones de enzitnda.figura 6 (derecha) se presenta
una imagen de la tincién con reactivo de esfingbna@iesn concentracién 0.0625U/mL
de EMasa.

A B (o4
012 s
—
0.1 v "
5 = }.0625 U/mLEVasa
B 0.03 ), 125U/mLEMasa
)
E 0.05 0.25 U/mLEMasa
—
e
= 004
o
=
0.02 _—

10 20 30 40 50 6C

distancia migrada (mm)

Figura 6.1zquierda.Densitogramas comparativos de la tincion de esfitiglina con diferentes
concentraciones enzima (esfingomielinaBerecha.Tincion de una muestra de HDL con
reactivo preparado con EMasa 0.0625U/mL. A. Maroaslde peso molecular. B. Tincion por

proteina con Azul de Coomasie R250 C. Tinciénalaeactivo revelador de esfingomielina.
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Las enzimas presentes en el reactivo permiten krrdmacion especifica de
esfingomielina, por lo que su concentracion es mambe para asegurar la reaccion.
Como se observa en la figura 6 (izquierda), la eotracion de las enzimas influye

directamente en la intensidad de la sefial paraistra y el fondo.

3s Para seleccionar la cantidad de enzima
- 3 ¢
g 2 esfingomielinasa se realiz6 un grafico
=2 2
< -
o del area bajo la curva con respecto a la
0% concentracion de enzima. Como se
0

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

puede observar en el gréfico 1, la

Conc. enzima (U/mL)
Grafico 1. Area bajo la curva con respecto a la cantidad de enzima

esfingomielinasa. concentracion de EMasa 0.0625 vy
0.125 U/mL tienen un area bajo la curva semejahfédd y 3.084, respectivamente),

mientras que la cantidad de enzima 0.25 U/mL y@a&sia meseta de la curva.

De este modo se selecciond la concentracion daegesfiielinasa de 0.0625
U/mL, pues aunque es la concentracion mas bajanziena, esta es capaz de revelar
adecuadamente el gel y se encuentra en la pag@ liie la curva, adicionalmente, la
intensidad de la muestra y la coloracion con etifopermiten la clara interpretacion del

resultado, teniendo como ventaja adicional el @ahoerreactivo.
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Estandarizacion del método en fase semisdlida

Linealidady determinacién de la cantidad éptima de muestral(t)

Se ensayo el volumenl() de HDL equivalente a 5, 10 15, 20, 25, 50, 7809
ug de proteina (revelado con reactivo en fase séidasdesarrollado en este trabajo,
con esfingomielinasa 0.0625 U/mL, y posteriormertie azul de Coomasie R250 para
determinar proteinas). Los resultados se muestra grafico 2 (por proteina) y en el

gréfico 3 (por esfingomielina).

12 10
9
10 s
£ E &6
E E
o] o
o, o *
3 ¥ = 0.286x+ 1.508
5 R2=0.990
2
1
0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 81 90 100 0 5 10 15 20 25 30
Hg de proteina ug proteina

Gréafico 2. En el gréfico de la izquierda se muestra la dedsigiatica (D.O.) con
respecto a los microgramos de proteina (tincion Aeaul de Coomasie R250). Se
observa que el proceso es saturable. En el grdéda derecha se muestra el intervalo
lineal de respuesta, que es el volumen de HDL edpnte a 5-25 ug de proteina.

y=0025x+1.893
15 R-=0.983

0 20 40 60 80 100 120

pg de proteina

Gréfico 3. En el gréfico se muestra el porcentaje relativesfingomielina contra los
microgramos de proteina (tincidon con el reactivdase semisolida de esfingomielina,
desarrollado en este trabajo). Se observa queadHD g de proteina la determinacién
es lineal.
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Debido a que el método debe ser lineal tanto pdn&dn por proteina como
por esfingomielina, el rango lineal de respuestaloba ambos es el volumen de HDL
equivalente a 5-25ug de proteina (método de LovEl)olumen de HDL para las
muestras fue el equivalente a 25ug de proteingugaes el maximo punto donde el

comportamiento es lineal para proteina y para gsifirielina.

Las HDL aisladas y separadas de cada una de lastnamale plasma fueron
cuantificadas por su contenido en esfingomielipaogeina tras obtener el densitograma

correspondiente.

" En la figura 7 se muestra el
andlisis por densitometria Optica, de
una muestra representativa (suero

normolipémico), por su contenido en

esfingomielina vy proteina. Este

analisis se realiz6 Unicamente con

Determinacién
por proteina

fines de estandarizar el método en fase

semisoOlida  para  posteriormente

DO

Determinacién por
Esfingomielina

evaluarlo en los sujetos de estudio.

Los densitogramas presentan las

7 8 9 10 11 12
Ditmtcree ) distribuciones  determinadas  por
Figura 7. Distribucién de las subpoblaciones de

HDL, proteina con azul de Coomassie y por

esfingomielina (EM) con el reactivo en fase senmisolLas imdgenes son ejemplos de
la migracion de una muestra, donde A es la detexion por proteina y B por EM. En
la escala del grafico se presentan lineas de d@ivipara definir los intervalos de
diametro de cada subclase. Se indican el catotidnodo y la flecha muestra el sentido

de la migracion.

Por medio de la integracion parcial del densitogras® calcula el porcentaje de
cada subpoblacion en funcion del area bajo la clwaantegracion se realiza dentro de
los intervalos correspondientes a los radios caloscde las subpoblaciones de HDL. A

este perfil se le denomina distribucion relativa.
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Reproducibilidad

Para evaluar la variacion interensayo, se proorsanm tres dias diferentes un total
de 15 alicuotas de un pool control de HDL de irdlios normolipémicos trabajadas
como muestras individuales. En el cuadro 6 (izgaierse muestra el coeficiente de
variacion de la proporcion relativa de esfingomigli para cada una de las

subpoblaciones de HDL.

Repetibilidad

Para evaluar la variacion intra ensayo, se prooedaajo las mismas condiciones
(analista, dia, aparato, laboratorio) 15 alicud&asin pool control de HDL de individuos
normolipémicos. En el cuadro 6 (derecha) se muettcaeficiente de variacion de la

proporcion relativa de esfingomielina para cadadmbas subpoblaciones de HDL.

Subpoblacion CcVv Subpoblacion CcVv
HDL Reproducibilidadn=15 HDL Repetibilidadn=15

2b 7.1 2b 7.7

2a 6.1 2a 6.5

3a 4.9 3a 6.1

3b 6.3 3b 6.8

3c 7.3 3c 7.6

Cuadro 6 igquierda) Reproducibilidad (variabilidad inter-ensayo) eegada como el
coeficiente de variacion. Cuadro @efecha) Repetibilidad (variabilidad intra-ensayo)
expresada como el coeficiente de variacion.
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Adaptacion de la técnica para determinacion de egfimielina en fase liquida.

Cuantificacion de esfingomielina en suero

Donadores de electrones

Se probaron tres donadores de electrones, sietm® a3 azul de tetrazolium (MTT)
4 mg /mL; b) 4 amino antipirina 0.73mM y fenol 0.7/ y posteriormente c) N-etil-N-
(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina, sabdica (DAOS) y 4 amino anti pirina.

Inicialmente se utilizé el MTT debido a que es @haldor de electrones empleado en
la fase semisoélida, sin embargo, tiene una bajsilskdad, ya que al hacerlo reaccionar
con 2uL de peroxido de hidrégeno concentrado, $arlancia fue de tan sélo 0.842 (
571 nm). Debido al a que la sefial obtenida con MSETmuy baja, se empled a
continuacion la combinacion de 4-amino antipirinf@iyol, ya que existe referencia en la
literatura en estudios recientes que ese donadaapts para la determinacion de
esfingomielina en fase liquida en el plasdeapacientes (Joseph Yeboah, Xian-Cheng
Jianget al,2010).

La combinacion de 4-amino antipirina y fenol eneeshsayo preliminar fue muy
buena, ya que al hacerlo reaccionar con 2uL d&jukr de hidrogeno concentrado tuvo
una alta absorbancia (3.348B7486 nm). Al realizar la reaccion en microplaca, la
coloracion obtenida con el estdndar era buena datomostrados). Sin embargo, al
emplearlo con muestras de suero la coloracion gdagpor las reacciones enzimaticas
era muy tenue, y por lo tanto se requeria de uradtonmas sensible que mostrara

repuesta con las muestras.

A continuacion se utiliz6 como donador de electsoDAOS en combinacion con
la 4 amino antipirina, ya que en estudios antesiale estos mismos autores se utilizo
como donador para la determinacion de esfingonaiedn el método de referencia para
el presente trabajo (Reza Hojjati y Xian-Cheng,&0&l DAOS mostro, a diferencia de
la combinacion 4-amino antipirina-fenol, una magensibilidad. Esto es importante ya

gue la esfingomielina no es tan abundante comolesterol en el plasma.

Como se coment6 anteriormente, el DAOS es un weadisefiado y utilizado

especificamente para la determinacion de fosfagieh reactivos comerciales (Wako).
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Para nuestro estudio se utilizé como donador derelees en concentracion de 0.73 mM
en combinacion con 4-amino antipirina 0.73 mM. I8uogitud de onda de maxima
absorcion es de 595 nm. Su sensibilidad es buenadibs tres aceptores fue el Unico

que permitio detectar los niveles de esfingomietinauero).

Estandarizacion del método en fase liquida paradieterminacion de
esfingomielina en suero

Muestra biologica
Al emplear un pool de plasma normolipémico en umopde microplaca y adicionar
solucién amortiguadora de Tris 50 mM, CaGl66mM, se observé la aparicion de un
precipitado blanco el cual interfiere con la leatuPara probar de manera indirecta si el
precipitado que se formaba era fibrina que se fbamgor la adicion de Gaa la
reaccion, se utilizé suero en lugar de plasma.tizBroente, al usar suero como muestra
bioldgica no se forma precipitado alguno y la deteacion se puede llevar a cabo, por
lo cual fue seleccionado como muestra biolégicaapéa determinacion de

esfingomielina en fase liquida.

Determinacion de cantidad de enzima

Las concentraciones de esfingomielinasa que seqobfueron 0.3125, 0.625,
0.9375, 1.25 y 1.5625 mll de esfingomielinasa, utilizando como sustratoull4de
estandar de esfingomielina. En el cuadro 7 se marekdts diversas concentraciones de
enzimay la respuesta analitica.

Cuadro 7. Diferentes concentraciones de esfingomegd y su respuesta

analitica.
Concentracion | Absorbancia
esfingomielinasa
(mU/uL)
0.3125 0.834
0.625 0.846
0.9375 0.866
1.25 0.869
1.5625 0.862
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Como se observa, no hay diferencia significativa ughr las diferentes
concentraciones de esfingomielina, por lo cualetecsiond la de 0.625 mpl, ya que

tiene la misma respuesta analitica y tiene comtajeeadicional el ahorro del reactivo.

Linealidad

Se realiz6 un ensayo preeliminar para determinantetvalo lineal de respuesta
(curva patrén) de acuerdo a lo mostrado en el cuadrer en la seccion materiales y
meétodos) con el fin de conocer hasta que conceditrage estandar la respuesta
analitica es lineal (gréfico 4, izquierda). Se oseque después de 0.4 mg/mL de
estandar la respuesta analitica no es lineal. fRrsbente se eligid el intervalo lineal de
respuesta, el cual es la curva patron (graficereaha).

Grafico 4. izquierda.Intervalo de 0.1-0.6 mg/mL de estandar de esfinglma y

su respuesta analitic®erecha.lntervalo lineal de respuesta (curva patron).

Curva Patrén esfingomielina

0.12
0.09
0.1 0.08 1 y =0.221x - 0.000
0.07 - R?=0.994
0.08 1 0.06 -
2 0.06 0.05
= w
. i 0.04 -
. ——Curval 0.03 1
0.02 , 0.02
—#—Ccurva DD1 i
0 T T T T 0 T T T
0 0.1 0.2 03 04 05 0.6 0 oA 0.2 0.3 0.4
Concentracion estandar (mg/mL) Concentracién estandar (mg/mL)

Para determinar la linealidad del método, la cyraon se realizd por triplicado.
Como se observa en el grafico 5 y en el cuadror@éndo es lineal pues el coeficiente

de correlacion es mayor a 0.99 en las curvas itdales asi como en la promedio.

Curva patron esfingomielina (promedio)
09
08
07

[x] P
= P
E 06

.'5 05 s

S 04 - o

= F—2258% 2
f; 03 = ¥ —2.258x+0.020

==10.995
02 R==10.90:

01

o} 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 .3 0.35 0.4

Concentracion estindar (mg/mlL)

Grafico 5. Promedio de las curvas patron de esfimigina.
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Cuadro 8. Coeficientes de correlacion de tres cupadron de esfingomielina y la curva

promedio.
curva pendiente ordenadq  coeficiehte
de origen | correlacign
1 2.26 0.020 0.996
2 2.30 0.024] 0.995
3 2.21 0.016 0.996
promedio 2.256 0.02 0.995

Cantidad de muestra de sueroSe ensayaron los volumenes de 5, 10,
15 y 20uL de suero. En el grafico 6 se observa que empte&ndl10 pL de muestra la
esfingomielina esta en niveles no detectables.ti8zotel volumen de 2@L de suero
ya que la respuesta analitica (abs) esta en eb taregl y los niveles de esfingomielina
son detectables.

cantidad de muestra suero
Gréfico 6. 0.12

0.1
.08
0.06

Q.04

Absorbancia

0.02

0 5 10 15 20 25

volumen de suero (L)

Cantidad de reactivo de colo6e probaron 100 y 200 uL de reactivo de color
con enzimas. Como se puede ver en el grafico G@bfiene una mejor respuesta al
trabajar con 200 pL de reactivo de color, por le gste volumen fue el utilizado para
todas las determinaciones posteriores.

0.7

Grafico 7 0.6
= 05
=
S o0a
=
™
g 03
=
- 0.2 —®— 100 uL reactivo color
0.1 == 200 uL reactivo color
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Tiempo de incubaciénLas observaciones se realizaron desde 30 min Basta
la absorbancia fue maxima al tiempo de 1h y larecion permanecio estable durante

30 min mas (datos no mostrados).

Blancos
En las determinaciones de esfingomielina en fag@idd es necesario tener los

siguientes blancos y controles:

Blanco de suero.se observo, particularmente en las muestras dgalcientes con
sindrome metabdlico, que los sueros contribuyenab$orbancia de manera variable a
la longitud de onda utilizada. Adicionalmente, lgsdos presentes en el suero hacen
gue el pozo se muestre opaco, y aumentando enccmmsxa la absorbancia de la
muestra. Al adicionar triton 100X al 2% se sol#ah los lipidos y la absorciéon
intrinseca a este efecto disminuye. Por lo tardtgnelares, muestras y blancos fueron
adicionados de triton 100X al 2%.

Blanco reactivo de color con enzimaBste blanco se realiza para evaluar la
absorcion propia del reactivo de color. Ese reactigbe ser preparado al instante ya
que es sensible a la luz. También las enzimas dedveadicionadas justo antes de llevar
a cabo la determinacion, ya que se observdé queagitivo comienza a oxidarse
ligeramente al adicionar la peroxidasa, pues agagta se observaba un incremento

paulatino de la coloracion del reactivo.

Blanco solo soluciéon amortiguadora.este blanco permite evaluar la absorcion

propia de la microplaca y el amortiguador.

El calculo de la absorbancia corregida para lassimage se realiza como se indica a

continuacion:

Abs corregida 5{Abs muestra- (Abs reactivo de colot (Abs autoblance— Abs solo
buffer)))
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Uso de colato de sodio como tensoactivo

Para la determinacion de esfingomielina en fasessdioe, el reactivo disefiado
tiene en su composicion colato de sodio, asi coambién se utiliza en la
determinacion de otros lipidos en fase semisol@ard¢ia-Sanchez C et al, 2011;
Toledo-lbelles P et al, 2010).

Para la determinacion de esfingomielina en fagedano hay reporte alguno en
la literatura que mencione el uso de colato deosgkit Sphingomyelin Assay de
Cayman Chemical y Sphingomyelin Assay de Echelom) tanto se realizé un ensayo
para determinar la utilidad de éste en el diseficedetivo para la fase liquida.

En el grafico 8 se muestran tres curvas patronesténdar de esfingomielina;
para cada curva se probd una concentracion deogsiatcolato, 6.04 mM y 60.4 mM
de colato de sodio). Se observa que no hay difereignificativaen las curvas patrén

al usar o no colato de sodio.

Curva patron de esfingomielina con diferentes
concentraciones de colato de sodio

09
0.8

g 57 —4—s1n colato
Cé i
S os
= 05
g 04 —-colato 6.04 mM
= 03
o0z
0.1 L
0 r—{/' colato 60.4 mM
Q 0.1 0.2 0.3 c.4

concentracion esfingomielina (mg/mL)

Grafico 8. Curvas patron de esfingomielina conrdifiges concentraciones de

colato de sodio.

También se ensayod el uso de colato para un posuée normolipémico (20
uL) y para el sobrenadante de lipoproteinas quiesam apo B (sLpB, 5y 10 pL) para
las tres concentraciones de colato. Los resultselosuestran en el cuadro 9 expresados

como absorbancia.
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Cuadro 9. Efecto del uso de diferentes concentnasiale colato de sodio para

muestras de suero y sLpB.
Sincolato  Colato 6.04 mM Colato 60.4 mM

Abs Abs Abs
suero 0.224 0.071 0.049
20 pL
sLpB, 0.164 0.078 0.071
10pL
sLpB, 0.093 0.000 0.000
5 L

Como se observa en el cuadro 9, a diferencia d@hdmr de esfingomielina, el
uso de colato de sodio en la muestra de sueronépooducente, ya que al usar colato
6.04 mM la absorbancia baja aproximadamente tressyemientras que al usar colato

de sodio 60.04 mM disminuye 4.5 veces.

Para la muestra de sLpB (10 pL) el uso de coladmidiuyé la absorbancia 2
veces para ambas concentraciones, mientras qué petade sLpB la absorbancia es

cero. Por tanto, no se adicion6 colato de soditadnrmulacion del reactivo en fase

liquida.
Repetibilidad método en liquido para suero

Para evaluar la variacion intra-ensayo, se prooasbajo las mismas condiciones
(analista, dia, aparato, laboratorio) 14 alicuadas un pool de suero control de
individuos normolipémicos que fueron procesadasocomestras individuales. En el
cuadro 10 se muestra el promedio, desviacion estandoeficiente de variacion de la

proporcion relativa de esfingomielina para cadadmbas subpoblaciones de HDL.

Cuadro 10. Variacion intraensayo (repetibilidad)rdétodo en liquido utilizando suero

como muestra biologica. Promedio 14.3 mg/d].
Desviacion
estandar 0.205 mg/dL
Coeficiente
de Variacion 2.86
n 14
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Como se observa en el cuadro 10, el coeficienteadacion es 2.86, por tanto, la
variabilidad del método (intra-ensayo) es acepighles dicha variaciébn es menor al
5%.

Determinacion de esfingomielina de HDL

Para la determinacion de esfingomielina de HDL $ézd como aceptor de
electrones DAOS y 4-amino antipirina, misma con@ebdn de enzimas y condiciones
del método en liquido para determinar esfingomeekm suero, variando la muestra
bioldgica, probando las siguientes muestras:

d) HDL obtenidas utilizando reactivo precipitante coord (heparan sulfato de
manganeso).
El heparan sulfato de manganeso precipita selectate por carga a las lipoproteinas
qgue contienen apo B, por lo que al centrifugarl&9@0 rpm durante cinco minutos se
obtiene un precipitado de lipoproteinas que coatiespo B, quedando el sobrenadante
las HDL totales. Al utilizar el reactivo desarrala para la determinacién de
esfingomielina en suero, y utilizando como muebtoddgica las HDL obenidas con el
reactivo precipitante, no se desarrolla una coiéraaletectable. Posiblemente la
cantidad de esfingomielina presente en las HDL &g Imaja. Adicionalmente el reactivo
precipitante diluye la muestra 2.5 veces, puekran 250 pL de reactivo precipitante
por cada 100 pL de muestra. Debido a ello se prdc@drocesar la muestra de la

siguiente manera para cuantificar la EM de las HDL:

e) HDL obtenidas de la fase inferior de la primeraadéntrifugacion diferencial segun
se describe en la seccibn de materiales y métodwa pl aislamiento de
lipoproteinas.

En este caso, la absorcion en el pozo de microplaspués de corregir por los blancos

era muy baja (apenas 0.012, ensayo realizadoipbicdado), por lo que concluimos que

los niveles de EM presentes en la muestra no dectdbles por este procedimiento.

f) De forma indirecta, utilizando el sobrenadante ake lipoproteinas que contienen
apo B (sLpB) de la primera Ultracentrifugacion defecial de acuerdo al primer paso

del aislamiento de HDL.
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La absorbancia en este caso fue de 0.171. La r&spamalitica fue considerable, por

tanto, se eligi6 el sLpB para determinar indireaata la EM asociada a HDL.

Se asume que toda la EM plasmatica se encuentribgida en VLDL, LDL e
IDL (sLpB) y el resto en HDL, por tanto, si conoasria concentracion de EM en el
sLpB, la diferencia entre la concentracion plasocaatde EM y la EM de las
lipoproteinas que contienen Apo B es igual a lacentracion de esfingomielina de
HDL.

Estandarizacion del método para determinar esfingetima de HDL

Determinacion de la cantidad de muestra (volumensigB)

Se ensayaron el volumen de 5, 10, 15 y 20 pL deesabdante. Como se
observa en el gréafico 9, para 5 uL de sobrenadargsfingomielina no es detectable.
En el rango de 10 a 20 uL se observa que la respesslineal, y se podria elegir
cualquiera de estos volumenes.

Gréfico 6

cantidad de muestra sobrenadante

apo B

0.3

0.2

0.15

0.1

absorbancia

v=0.018x-0.099

1=(.095
0.05 R 0.99:2

0 3 10 15 20 25

volumen de sobrenadante de Apo B (uL)

Se selecciond el volumen de 15 pL de sobrenadamtgu@ es un punto

intermedio del intervalo lineal debido a la varialad que esperamos en las muestras.

Ensayos de reproducibilidadEl coeficiente de variacion de las muestras del
SsLpB es 6.9 %, n=14.
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Factor de correccion para el sLpB
Debido a que el sLpB se recupera de forma manaaketuperacion no es
cuantitativa, por tanto es necesario aplicar urniofade correccion que incluya el

porcentaje de recuperacion del sobrenadante.

El porcentaje de recuperacion se calculd tal y camodescribe en la seccion
“Aplicacion de un factor de correccion para el sLpBe materiales y métodos. Al
realizar ésta determinacion en cincuenta muestgsadientes, pre y post tratamiento
(n=100), el porcentaje recuperado promedio es Bl&i3%0, y expresado como el factor
de correccion es Fc = 1.42.
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Aplicacion del método en fase semisodlida y en fasguida

Una vez estandarizado el método en fase semisylidia fase liquida, ambos se
utilizaron para evaluar los cambios en esfingoméelde las subclases de HDL en
pacientes con sindrome metabdlico que se someteran tratamiento durante seis

semanas de una dieta baja en fructosa (pre ynatetniento, n=50).

Caracteristicas clinicas y perfil bioquimico de losujetos de estudio

En los cuadros 11 y 12 se presentan los datossdealacteristicas antropomeétricas y

perfil bioquimico de los sujetos de estudio, ppogt tratamiento.

Cuadro 11.Caracteristicas clinicas de los sujetos de estudio.

Pre- Post-
tratamiento tratamiento T de

( n=50) (n=50) student
Mujeres/ hombres 40/10 40/10 -
Edad (afos) 38.61+6.41 38.61+6.41 -
Peso (kg) 80.56 +14.79 77.03 +14.32| 0.000*
IMC  (kg/m?) 32.29 +4.95 30.95+5 0.000*
PAS (mmHg) 109.56 +10.27 99.68 +5.86 [ 0.000*
PAD (mm Hg) 70.12+£5.3 63.61 +4.17 | 0.000*

Los datos se presentan como media + D.E. IMC énde masa corporal; PAS

= presion arterial sistolica; PAD = presion artediastolica* p <0.01
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Cuadro 12. Perfil bioquimico de los sujetos de estudio

Pre- Post- T de
Tratamiento Tratamiento student
(n=50) (n=50)
Glucosa (mg/dL) 87.5(84-93) 82 (76.25-88.5) 0.000*
CT (mg/dL) 197.59 + 36.97 181.36 £ 32.65[ 0.000*
C-LDL 156.14 + 34.47 139.62 £31.01] 0.006**
(mg/dL)
C-HDL (mg/dL)
mujeres 34.73 41.53 0.000*
(30.35-41.25)  (31.78-51.89)
hombres 33.55 37 0.003**
(30.07- 34.04) (36.29-39.1)
Tg (mg/dL) ® 155.5 122 0.000*
(125.5-211.75) (96.75-166.5)

Media + D.E, mediana (rango intercuartilar); CT=€xerol Total, C-
LDL=Colesterol de lipoproteinas de baja densidadHOl.: Colesterol de
lipoproteinas de alta densidad Tg=Triglicéridbs:ansformado logaritmicamente
para analisisp <0.01, **p<0.05

Los pacientes presentan valores promedio de &igdios iguales o mayores a 150
mg/dL, colesterol de HDL bajo (mujeres C-HDL<50 digl hombres < 40 mg/dL), asi
como obesidad central (mujeres circunferencia nteayor a 88cm y hombres mayor a
102 cm, ver cuadro 11). Estos valores se ubicatralele los pardmetros de sindrome
metabolico de acuerdo al ATP Il

Se observa en los cuadros 11 y 12 que, a excemmdna edad,todas las
caracteristicas antroprométricas y bioquimicaespués del tratamiento muestran
diferencias significativas, teniendo disminucionpaéso, IMC, PAS, PAD, glucosa, CT,
C-LDL vy triglicéridos con un aumento también siggativo de colesterol HDL.
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Evaluacion del método en fase semisolida: efecto edieta baja en fructosa en la

esfingomielina presente en las subpoblaciones d®H.

Distribucion de las subpoblaciones de HDL en sujesode estudio

Algunos resultados experimentales sugieren que dascentraciones
plasmaticas de las subpoblaciones de HDL puedeindieativas del metabolismo de
esta familia de lipoproteinas, y es muy probable tas subpoblaciones tengan
diferentes potenciales antiaterogénicos de acuesipcomposicion de lipidos (Pérez-
Méndez O, 2004). Por esta causa se determinétlbdison de tamafios de las HDL
por su contenido de esfingomielina mediante elémtesis en gradiente de 3% a 30%

condiciones nativas, segun se describe en la sedeitnétodos.

En la figura 8 se muestra la comparacion de lasiltlisiones relativas de
HDL al ser cuantificadas por su contenido en esfimiglina aplicando el método en
fase semisdlida desarrollado en este trabajo auenta muestras de pacientes con

sindrome metabdlico pre y post tratamiento de igta thaja en fructosa.

Proporcion relativa de esfingomielina en las subpoblaciones de HDL

Pre-tratamiento
40 A
. Post-ratamiento

N
(=)
L

% Esfingomielina

—_
w
L

2b 3a
Subpoblaciones de HDL

Figura 8. Comparacion de las distribuciones relativas dd.HDantificadas por su
contenido en esfingomielina pre y post tratamiatigda baja en fructosa. Los valores

son expresados como la media = DE; n=50. Prudb&student.
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De acuerdo a la figura 8, se observa que no hapicaalguno en la proporciéon
relativa de esfingomielina en ninguna de las s@eslale HDL después del tratamiento

(dieta baja en fructosa).

Posteriormente se realizaron analisis de correlag@@ra determinar los
parametros que pueden determinar la proporci@tivalde esfingomielina en cada una
de las subclases. Para ello se realizaron andksisorrelacion bivariada de Pearson
entre el contenido de esfingomielina asociada a eath de las subclases de HDL
(porcentaje relativo) y el colesterol-HDL, ambos re py post tratamiento,

respectivamente. Los resultados se muestran eafel@?9.

Correlacion C-HDL y % relativo esfingomielina Pre-tratamiento

50
45
40
35
30
25
+2b m3b

20

15

% relativo Esfingomielina

10

10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00

C-HDL (mg/dL)

Grafico 9. Andlisis de correlacion de C-HDL y el porcentajtigo de esfingomielina.
*p <0.05,*p<0.01

Para las muestras pre tratamiento, solo las s@xclEH®L2b y 3b muestran
diferencias significativas (para 2b, r=0.335, digancia 0.024, p<0.05; para 3b, r = -
0.482, significancia 0.001, p<0.01), tal como seestia en el gréfico 9. El porcentaje
relativo de esfingomielina para la subclase 2betaciona de manera positiva con el C-

HDL. Por otro lado, para la subclase 3b, esta @mi@ es negativa.

~ 74 ~



Con respecto a las muestras post tratamiento, ynodreelacién entre contenido
de esfingomielina asociada a cada una de las sasctiee HDL (porcentaje relativo) y

el colesterol-HDL post tratamiento (datos no makis.

El método desarrollado en fase semisélida nos pemronocer la proporcién relativa
de esfingomielina presente en las subclases de HEd.embargo, es importante
enfatizar que se trata de un método semi-cuanttagior lo que los resultados no se
pueden expresar en concentracion. Para hacer esiblgpy determinar los niveles

séricos de esfingomielina asociada a las HDL zatitios el método en liquido.
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Aplicacion del método en fase liquida: efecto de da&eta baja en fructosa en la
esfingomielina séricay de HDL.

Mediante el método en fase liquida es posible dtar la esfingomielina total
(sérica). Al cuantificar la esfingomielina presesteel sobrenadant las lipoproteinas
que contienen apo BLpB), por diferencia podemos obtener la esfingtina asociada a

HDL, de la siguiente manera:
EM de HDL = EM total (sérica) - EM Lipoproteinasegcontienen apo B

De esta forma determinamos la concentracion degesfiielina asociada a HDL pre
y post tratamiento.

En el cuadro 13 se muestra la concentracion degesfiielina del sLpB, la asociada

a HDL y los niveles séricos pre y post tratamiento.

Cuadro 13. Concentracion de EM sérica, asocia@da époproteinas que contienen

Apo B (sobrendante) y asociada a HDL pre y posrmgento.

Concentracion

(mg/dL)
Pre Tratamiento  Post-Tratamiento Prueba T
n=50 n=50
EM sérica 19.12 + 8.86 15.94 +6.47 0.019*
(mg/dL)
EM de Lp que 8.64+4.34 8.47+4.38 0.85
contienen apo B
(mg/dL)
EM asociada a HDL 1047 £6.4 746 t4 0.01*
(mg/dL)

Prueba T de Student pareada. *p <0.05

Como se puede observar en el cuadro 13, la caacént de EM sérica disminuyo
significativamente después de la restriccion detfisa a expensas de la EM asociada a
HDL. Por otra parte, la EM de las lipoproteinas qaatienen Apo B no tuvo cambio
alguno después del tratamiento.
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Posteriormente se realizaron analisis de correlag@@ra determinar los
parametros que pueden determinar la concentrdei@sfingomielina sérica y asociada

a las HDL. Para ello se realizaron analisis deetacion bivariada de Pearson.

Andlisis de correlacion entre caracteristicas cléas, perfil bioquimico y composicion
guimica de las subpoblaciones de HDL

Se realizaron  analisis de correlacion entre elcqrinje relativo de
esfingomielina de las subpoblaciones de HDL y ssilgp@ relacion con algunas
variables clinicas como peso, indice de masa calrgtMC), diametro de la cintura,
presion arterial sistolica (PAS), presion artedestolica (PAD) y bioquimicas como
colesterol total, C-HDL, C-LDL, glucosa y trigligdos con la finalidad de comprender
gué parametros intervienen en el desarrollo deA&€.ESe muestran Unicamente los

cuadros cuyos parametros muestran valores del@cidn con significado estadistico.

En el cuadro 14 se presenta el analisis de comel@ntre las subclases de HDL
(pre y post tratamiento) con respecto a las vagablinicas presion arterial sistélica y

diastdlica (basal y final) asi como el delta dénggfmielina sérica.
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Cuadro 14. Analisis de correlacion entre las subctes de HDL con respecto a las

variables clinicas presion arterial y delta de edfigomielina sérica.

Presién Presién Presion Presién

Valor estadistico AEM A_rte,ri_al A_rte,ri_al Arterigl_ Arter,igl

Sistolica  Sistolica Diastolica Diastolica
sérica basal final basal final
HDL 25 Coeficiente r  -0.358* -0.303* -0.096 -0.386* 0.031
Pre tratamiento| gjgnificancia p 0.018  0.041  0.527 0.008 0.837

HDL 24 Coeficiente r -0.124 0.045 0.111 -0.075 0.039

Pre tratamiento| gjgnificancia p 0.429 0.765 0.462 0.620 0.798
HDL za Coeficiente r 0.365*  0.269  0.255 0.214 -0.011
Pre tratamiento| gjgnificancia p 0.016  0.070  0.133 0.153 0.943
HDL 3p Coeficiente r 0.527  0.155  0.051 0.256 -0.075
Pre tratamiento| gignificancia p 0.000 0.305  0.737 0.086 0.619
HDL ac Coeficiente r 0.014  0.138  -0.086 0.278 -0.010
Pre tratamiento| gjgnificanciap 0929 0.362 0570 0.061 0.949
HDL 25 Coeficiente r  -0.400** -0.379**  -0.106  -0.449** 0.077

ng;miemo Significancia p 0.008 0.009 0.482 0.002 0.610
HDL 24 Coeficiente r -0.115  -0.093  0.014 -0.158 0.104
trat:r?ﬁémo Significancia p 0.462 0538  0.928 0.293 0.490
HDL 34 Coeficiente r  0.448*  0.214  0.036 0.178 -0.064
o o | Sionificancia p 0003 0154 0813 0237 0673
HDL 3p Coeficiente r 0531  0.131  0.028 0.172 -0.067
ng;miemo Significancia p 0.000 0.386  0.856 0.252 0.660
HDL 5 Coeficiente r -0.038  0.360*  0.112 0.494 -0.062
o o | Sionificancia p 0807 0014 0459 0000  0.682
4 EM Coeficiente r - 0.373* 0.111  0.398** 0.178
sérica Significancia p 0.011 0.464 0.006 0.237

Los resultados de analisis de correlacion muegjtanla subclase HDL2b, tanto pre

como post tratamiento, correlaciona negativameoteet delta de EM sérica, presion

arterial sistélica y diastélica basales (cuadro. Bimismo, las HDL3a (pre y post

tratamiento) correlacionan positivamente con eladéé EM sérica. La presion arterial

sistélica basal correlaciona positivamente corHBs.3c asi como con el EM sérica.

Este ultimo también correlacioné positivamente leopresion arterial distolica basal.
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DISCUSION

Con este trabajo hemos desarrollado una metodologi@ permite la
cuantificacion de las diferentes subclases de HEBLaduerdo a su contenido en
esfingomielina; ademas se adapt6 el método enlifpgda que permite determinar los
niveles séricos del esfingolipido. Adicionalmengeediltimo se empled para determinar
la concentracion de EM asociada a HDL asi comas Adaproteinas que contienen Apo
B (VLDL, IDL, LDL). Con base en la informacion cda que contamos, el método en
fase semisolida, asi como la aplicacion del méemdase liquida para determinar la
EM asociada a las HDL son completamente nuevos layoreferencia alguna en la

literatura.

Numerosos estudios clinicos y epidemioldgicos hastrado claramente una
asociacion inversa e independiente entre el C-HRLnesgo de EAC relacionando asi
a las HDL con un efecto cardioprotector (Assmanet@l, 1996; Gordon y Rifkind,
1989), aunque se ha sugerido que algunas subpmidscson mas ateroportectoras que
otras (Asztalos y Schaefer, 2003; Bameéral 2003). Sin embargo, el tamafo de la
particula HDL no es un parametro suficiente paraclagificacion. En el presente
estudio se propuso que al separar a las HDL ptarsafo, es posible que adn existan
diferencias en base al contenido de lipidos enifelases de un mismo diametro
hidrodinamico; estas diferencias son resultadarertstancias fisiopatologicas (Pérez-
Méndez, 2004). Por tanto, la cuantificacion de Ifgidos presentes en las
subpoblaciones de HDL puede proporcionar mas irdordm acerca de cual subclase
tiene mayor potencial antiaterogénico con el pridpdde utilizar a las subclases de

HDL como una herramienta adicional para establelceesgo coronario.

En este sentido, estudios previos han demostrado ejucontenido de
fosfolipidos es un factor determinante en el mdisimo de las HDL (Pérez-Méndet
al, 2007; Carreon-Torrest al, 2008). En un estudio en conejos hipercolesteriotgsn
la infusidn intravenosa de vesiculas de fosfatidiih@ promovioé una reduccion parcial

de los depdsitos de colesterol en las lesionescasr(Rodriguezat al,1998). Sin
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embargo, no hay muchos estudios acerca de otralifnidb clave en el metabolismo de
las HDL, la esfingomielina.

Actualmente la esfingomielina se ha implicado esad®llo y progresion de la
aterosclerosis, sugiriendo que puede jugar unnmmhptor, pero existen pocos datos en
humanos, por tanto la medicion de EM puede provaevos enfoques en la
aterogénesis humana asi como en varios modelosalasinpor tanto el contar con

técnicas sensibles y fiables para su cuantificasodnde considerable importancia.

No se han descrito cuédles de las subclases delagransportan mas EM y la
vectorizan eficientemente a la célula, en parteqym hasta antes del presente estudio
no existia método alguno para cuantificar la estmiglina asociada a cada una de las
subclases de HDL. Asimismo, aunque existe un mépata determinar los niveles
séricos de EM (Hojjatet al, 2005), no hay referencia alguna en la literaturaude
método que permita cuantificar la esfingomielinaczéada a HDL, por lo cual surgio la

necesidad de desarrollar un método que permitandiei@® ambos parametros.

Inicialmente nos enfocamos al disefio de un métpdopéado para nuestros fines.
Existen diversos métodos para determinar a laslasésc de HDL, entre los que
destacan la resonancia magnética nuclear (Freedinanl998; Otvost al, 1991) y la
electroforesis en doble dimension con revelado a® dubclases de HDL por
inmunotransferencia utilizando anticuerpos anti ado (Asztalos, 2004). Ambos
métodos presentan una relacion estrecha con laradt@esis en gradiente de
poliacrilamida (PAGE) como la que hemos aplicadaekpresente estudio. Por tanto,
decidimos que el método a desarrollar debia sepmarlas HDL por PAGE. Esta
condicion nos condujo a proponer el empleo de uactine® que revelara la
esfingomielina sobre el gel de poliacrilamida. Lezgla enzimatica en fase gel permite
el contacto adecuado entre las enzimas y el sostnabhda el medio acuoso para que se
lleven a cabo las reacciones de revelado y se patidar facilmente para realizar el

andlisis por densitometria Optica.

Posteriormente se establecid la concentracion adecde enzimas que permitiera
revelar la EM sobre el gel de poliacrilamida. Esistnuy pocos trabajos previos que

hayan ensayado reactivos de este tipo; en nuestaratorio se han desarrollado
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métodos para cuantificar colesterol total, coledtdibre, fosfolipidos totales, y
triglicéridos de las HDL, sin embargo, no existiagnno capaz de revelar la EM de
dichas subclases. La cantidad inicial de cadavemnzi incluir en el reactivo fue fijada
tomando como referencia la concentracion de enzémgdeada en la determinacion de
EM en plasma (Hojjatet al,2005). A partir de estas cantidades realizamosngayos
para establecer una proporcion adecuada de engnease presentan en la seccion de
resultados. Los criterios principales para la efectde las diferentes concentraciones
fue la relacion sefial-fondo y la minima cantidadetizimas; fueron seleccionadas
aguellas concentraciones que permitieron obtenerdknsitogramas mas definidos,

mismas que se presentan en la seccion de resultados

También se determiné el intervalo lineal de resguesr proteina asi como por
esfingomielina, detallado en la seccion de resaadunque la determinacion por EM
es lineal hasta el equivalente a 100 ug de pratporgoroteina lo es hasta 25 pug. Dado
gue debe ser lineal por ambos, se eligi6 el eqeivala 25 pg para el método.

En lo referente a reproducibilidad y repetibilidaticoeficiente de variacion esta en
un rango de 6-7% en las diversas subclases. Esrtemp® sefialar que el método
utilizado para la separacion de las subclases dé& E® el gel en gradiente de
poliacrilamida en condiciones nativas, por lo gaevériacibn metodolégica aumenta
con respecto a los métodos analiticos convencisnglge presentan coeficientes de

variacion menores al 5%, por lo que el presente@doéén PAGE es semicuantitativo.

Aungue el método es semicuantitativo, nos propoecimucha informacién acerca
de la composicibn quimica de las subclases de @muer su contenido en

esfingomielina, considerando que ningun otro mémduicado nos da esos datos.

Con el objetivo de hacer el método cuantitativo uen futuro, asi como para
determinar los niveles séricos de esfingomielinecasno de HDL, se procedié a
realizar la adaptacion del método en liquido de#lado originalmente por Hojjatt
al, 2005.

El método en fase liquida se desarrollo empleaadmisma serie de reacciones
enzimaticas que en la fase semisolida, sin embargopreciso elegir un donador de
electrones adecuado. Inicialmente se utilizé el deuetrazolium (MTT) debido a que

es el donador de electrones empleado en la fass&@iela, sin embargo, no es apto
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para utilizarlo como donador en fase liquida pigretuna baja sensibilidad, de acuerdo
a los resultados mostrados. Es interesante destamarel MTT dié muy buenos

resultados en fase semisdlida y no en fase liquida.

Se puede pensar que en fase liquida existe maptaiato entre los reactivos para
llevar a cabo la reaccion. Sin embargo, recordeends fase semisélida no se parte de
suero total, sino de HDL purificadas por ultracémgiacion diferencial, y
posteriormente separadas, pero también concentradasgel de gradiente de
poliacrilamida, por lo que la reaccion es locaklysustrato (esfingomielina) esta mas

disponible para las enzimas del reactivo.

Por lo anterior, se empled la combinacion de 4-anaintipirina y fenol, ya que
existe referencia en la literatura en estudios megientes que ese donador es apto para
la determinacion de esfingomielina en fase liqudeael plasmale pacientes (Yeboah,
Xian-Cheng 2010). Aunque la determinacion con un testigo pasiie esfingomielina
daba lugar a una reaccion cuantificable espectwfétricamente, al utilizarlo con
muestras de suero o plasma esto no sucedia. Blass esfingomielina de alta pureza
(Sigma), mientras que la muestra (suero) conti@ua gsfingomielina con respecto al
estandar. Eso significaba que era necesario urddoda electrones mas eficiente que el

empleo de la combinacién 4-aminoantipirna y fenol.

A continuacion se utilizé como donador de electsoDAOS en combinacion con la
4-amino antipirina como donadores, ya que en estudnteriores de estos mismos
autores se utilizo como donador para la deterndnade esfingomielina (Hojjati y
Xian-Cheng, 2006). EI DAOS mostré, a diferencia lde combinacion 4-amino
antipirina-fenol, una mayor sensibilidad. Estorapartante ya que la esfingomielina no
es tan abundante como el colesterol en el plasin®ABS se utilizé para nuestro
estudio como donador de electrones en concentraedh73 mM en combinacion con

4-amino antipirina 0.73 mM.

Con respecto a la muestra bioldgica, cabe hacecigreque la esfingomielinasa
es dependiente de £gChatterjee, 1999), por lo que las muestras denpaEDTA 0
citrato son inadecuadas para la determinacion dsflagomielina. Por la misma razén,

es necesario adicionar €a&n el amortiguador de la reaccién. El i6n calciadidio
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activa la cascada de coagulacion produciendo fibm el caso de muestras de plasma,
resultando en una turbidez que interfiere en ladiéa. Por todo lo anterior, la muestra
biologica Optima es suero para la cuantificacion eséingomielina por el método

desarrollado.

En lo referente al uso de detergentes se utilidity se probd el colato de sodio.
Este dltimo es un &cido biliar que es parte derdastivos en todos los estudios con
reactivos reveladores de lipidos desarrolladod é@aberatorio. Su funcién es exponer a
los lipidos embebidos en la estructura de las lipt@fnas para su mejor deteccién, sin
embargo en los dos reactivos comerciales (Echelddayman) no es parte de la
composicion del reactivo. Se evalud su utilidad cose muestra en la seccion de
materiales y métodos asi como en resultados y senab que, aunque para la curva
patrén habia una pequefia mejora en la sefial, gmradestras es contraproducente, ya
gue la sefial disminuye notoriamente (ver cuadrec8ién resultados), por lo cual no fue

utilizado para la formulacion final del reactivo fase liquida.

Para este método es necesario contar con algusmesolkl uno de ellos, el blanco
de suero (20 puL de suero y 200 pL de amortiguaglerpecesario, sobre todo por la
poblacion de estudio (pacientes con sindrome mitapdEstos presentan dislipidemias
y alto contenido de triacilgliceroles, por lo que &gunos casos el suero se muestra
turbio, aun en ayuno, por tanto, dependiendo dmatdidad de lipidos presentes en el
suero del individuo presentan diferencias en l@@lién y es necesario considerarlas.

El blanco de suero, al igual que para el reactevoealor, debe ser adicionado con
tritdn al 2%. Con el detergente disminuye signtfiGanente la turbidez de las muestras

ya que los lipidos presentes en la misma se emalsio

Adicionalmente es importante tener un blanco detireade color con enzimas.
Es muy importante la preparacion del reactivo dercgue se debe realizar como se
detalla en la seccion de materiales y métodosicmdindo hasta el momento de su uso la
peroxidasa. El reactivo de color (DAOS/ 4-amingarnna) en conjunto con los otros
componentes del reactivo exceptuando la peroxielsasi transparente, mientras que al
agregar la peroxidasa el reactivo sufre oxidacigmegando un color azul. La diferencia

del blanco de reactivo de color con enzimas copeas a la reaccion es significativa.
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Por ultimo, el método que desarrollamos es repiibtyode acuerdo a los coeficientes
de variacion obtenidos.

Para la determinacion de la esfingomielina asocaddDL, se realizd una
adaptacion del método en liquido. En principio eterminacion se intentd realizar
con métodos convencionales (precipitacion selectévhpoproteinas que contienen apo
B con reactivo precipitante comercial de hepardfateude manganeso), sin embargo
los niveles de esfingomielina no eran detectat®esteriormente probamos con HDL
concentradas en el primer paso de la ultracenadidg diferencial, obteniendo
resultados semejantes, por lo que se recurrié arrdetarlo de forma indirecta,
mediante la diferencia de la EM sérica (total) nselaoesfingomielina presente en las
lipoproteinas que contienen apo B. Este métodonfigstra eleccion. Sin embargo,
debido a que la recuperacion del sobrenadantgdprbteinas que contienen apo B es

manual, fue necesario un factor de correccion ldeimalen materiales y métodos.

El método en fase liquida es sensible, reproducipléa adaptacion para
determinar la EM presente en las HDL, totalmentevau Una vez desarrollado los
reactivos y determinadas las condiciones de reagaéa ambos métodos, se utilizaron
para cuantificar la EM en muestras bioldgicas.

Debido a que el sindrome metabolico produce hiptyadiproteinemia (bajos
niveles de plasmaticos de colesterol de HDL), atén en los tamafios de HDL (Pérez-
Méndezet al, 2004) y cambios de la composicion quimica deslasclases de HDL
(Garcia-Sancheet al, 2011), decidimos probar el método en muestrgsadeentes con

sindrome metabdlico, que fueron sometidos a urta Haga en fructosa.

Se ha propuesto que una de las causas que puedgmarorl sindrome
metabodlico es la ingesta excesiva de productos aquienen azucar afiadido, en
particular fructosa, que podrian inducir todas dasacteristicas de SM. Este efecto
puede ocurrir independientemente de la ingestaicaldor lo tanto, una restriccion del

consumo de este carbohidrato mejoraria los facttgegesgo intrinsecos al sindrome.
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Considerando que la EM participa en el desarrodb ateroma (Alewijnse,
2008), situacion fisiopatoldgicasociadaal sindrome metabdlico, es posible que una
dieta baja en fructosa repercuta tanto en la carason de esfingomielina en plasma

como en la distribucion de la misma en las difexefiacciones lipoprotéicas.

En principio se evaluaron las caracteristicas potr@étricas y bioquimicas de los
sujetos de estudio, los cuales presentaron vajfma@sedio de triglicéridos iguales o
mayores a 150 mg/dL, colesterol de HDL bajo, asicobesidad central. Estos valores

se ubican dentro de los parametros de sindromédietade acuerdo al ATP Ill.

Después de la restriccién de fructosa, se observamaodas las caracteristicas
antroprométricas y bioquimicadiferencias significativas, teniendo disminucion de
peso, IMC, presion arterial sistolica y diastoligrcosa, CT, C-LDL y triglicéridos con

un aumento también significativo de colesterol HDL.

Este resultado es congruente con la idea que @dlosihe metabdlico puede ser
causado en parte por la ingesta de grandes cassidie fructosa afiadida, aunque no
son resultados definitorios para corroborar edtciin causal. Los pacientes después
del tratamiento, restablecieron los niveles delitdgdos por debajo del nivel de
referencia; con respecto a la obesidad central lgstyol de HDL mejoraron su
condicion clinica, aunque no llegaron a los val@egeridos por las instituciones de
salud, en parte, porque el estudio duré solame&itesemanas, sin embargo la mejoria

es evidente.

Por las evidencias anteriores, la restriccion dectbsa afiadida impacta

significativamente todos los factores de riesgaiasios al SM.

Por medio del método en fase semisolida determisdmdlistribucion de EM
en las subclases de HDL. Nuestros resultados déran&gie no hay cambio alguno en
la proporcion relativa de las subclases de HDL aésmlel tratamiento (dieta baja en
fructosa) cuando se determinan por esfingomielResultados similares se observan
cuando la proporcion relativa de las subclasesde & determinan por otros lipidos
como los ésteres de colesterol o la fosfatidileolf@arciaSanchez, CCA2011). La
proporcion relativa de las HDL se establece ampdetipuntos de corte para el didametro

de las particulas preestablecidos. Cuando unacplartiipoproteica se enriquece
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anormalmente con algun lipido, su diametro se imerga invariablemente, dando lugar
a una lipoproteina de mayor diametro que en coeset se clasifica en otra categoria
dentro de las subclases de HDL. En otras palakaagroporcion de ciertos lipidos
como los fosfolipidos totales, y aparentementeNg Ee mantiene constante en cada
subclase de HDL(Garci&anchez, CCA2011). Por esta razén, no detectamos un
cambio en la proporcion relativa de HDL determinpdala tincién enzimatica de EM

en fase gel asociado a la restriccion de fructosa.

Adicionalmente se realizaron analisis de correlagéra determinar los parametros
que pueden determinar la proporcion relativa dmgmsmielina en cada una de las
subclases entre éstas y el C-HDL. Se observo guelggmmuestras pre tratamiento, el
porcentaje relativo de esfingomielina para la sag®l2b correlaciona de manera
positiva con el C-HDL. Por otro lado, para la sabel 3b, esta correlaciéon es negativa.
Las HDL grandes (2b) tienen un mayor contenidoalesterol que las HDL pequefias
(3b), por lo que el colesterol-HDL en plasma estewinado en gran medida por el
namero de particulas HDL grandes presentes erasfinal. En este orden de ideas, cada
particula HDL tiene un contenido definido de EMgrlo las grandes las que tienen una
cantidad mayor. De esta manera se establece lelamén positiva con el colesterol
HDL con las HDL2b y negativa con las HDL3b.

Debido a que el método en fase semisélida pemoitecer la proporcion relativa de
esfingomielina presente en las subclases de HDLo pe los niveles séricos de

esfingomielina asociada a las HDL, evaluamos ebd@en liquido.

Los datos generados con el método en liquido mrostigue la concentracion de EM
sérica disminuydé después de la restriccibn de deact asi como también la
concentraciéon de EM asociada a HDL. Por otra p&at&M de las lipoproteinas que
contienen apo B no tuvo cambio alguno después dehntiento. A nuestro
conocimiento, este es el primer reporte que extablina posible relacion importante
entre la restriccion de fructosa y los nivelescafride esfingomielina. La etiologia de la
disminucién selectiva que observamos de la EM deHAL después de la restriccion

de fructosa es desconocida; no hay una explicasiiente entre ambos hechos, pero si
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se trata de una relacion causal, las implicaciafesesta observacion serian muy
importantes. Estudios posteriores enfocados a lestabla posible relacién entre el
consumo de fructosa y la EM de las HDL estan genahbs.

Posteriormente, realizamos el andlisis de cor@tadivariada de Pearson para
determinar los parametros que pueden determinaroriaentracion de esfingomielina
sérica y asociada a las HDL. Los resultados dasamdle correlacion mostraron que la
subclase HDL2b, tanto pre como post tratamientoetaciona negativamente con las
presiones arteriales sistdlica y diastolica bas&letudios previos de nuestro grupo de
investigacién han encontrado una relacion similareelas subclases de HDL y la
presion arterial (Espinola-Zavaleta al, 2009). Se ha propuesto que las HDL pueden
regular la actividad de la 6xido nitrico sintasa, parte a través de su contenido en
esfingomielina (Nofeet al, 2004). Este mecanismo vincula a las HDL conré&sipn
arterial que de acuerdo a nuestros resultados prmgamente reportados (Espinola-
Zavaletaet al, 2009), esta relacionado con las HDL grandes. Ldig&rde dicha
correlacion después de la intervencion podria estacionada con la disminucion de la
cantidad de EM en HDL. La validez de esta hipotasistiene que establecer con

estudios ulteriores.

Otras correlaciones destacables son las que sevalime entre las HDL2b y las
HDL3a basales con el delta de EM sérica. Aparenteamel nivel de reduccion de la
EM sérica que se puede alcanzar por la restriaédinuctosa es dependiente de manera
directa de la proporcién relativa de este lipidoaanHDL tipo 2b y 3a. Una posible
explicacion a este hecho radica en que estas datasas son las mas abundantes en
plasma, y en consecuencia, la magnitud de la disidn de EM depende de los tipos

de HDL mas abundantes.
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CONCLUSIONES

En este trabajo hemos desarrollado una metodotpgigermite cuantificar todas
las subpoblaciones de las HDL con procedimientoaveacionales generando
informacion sobre su composicion en base a su wmimisiede esfingomielina.
Demostramos que la ingesta de fructosa tiene daeidge directa con los factores de
riesgo caracteristicos del sindrome metabodlicoorapfo estas variables clinicas al
restringir su consumo. Ademas, nuestros resultamsuestran que la proporcion
relativa de EM en las subclases de HDL no variputssde una restriccion en fructosa,
pero si asi en los niveles séricos de EM y de Edtiada a las HDL. Estos resultados
sugieren que la EM de las HDL puede ser un comperagal SM, pero no se conocen

aun los mecanismos por los cuales se vinculan layEMconsumo de fructosa.
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ANEXO 1

Determinacion de proteinas por el método de LowryA. Lowry OH et al, 1951)

FUNDAMENTO.

En medio alcalino los aminoacidos de las protef®sinen a los iones de
cobre (C@"), formando un complejo azul, que absorbe a 750Lansensibilidad de

esta coloracion incrementa al adicionar el reactieoFolin Ciocalteus. El uso de

SDS como detergente permite exponer las zonasfbld® de las proteinas.

SOLUCIONES
Solucion de NgCOs: 20 % en®
Solucién de tartrato de sodio y potasio: 1 g+ CuSQ0.5¢g
Solucion de NaOH 0.8 M: Ey500 mL HO
Solucién de SDS al 10%
Solucion patrén de albumina: g

Solucion A. Preparar al momento
1 volumen de tartrato de Na y K
1 volumen de N&£O;
2 volumenes de NaOH
2 volumenes de SDS

2 volumenes de D

TECNICA

CURVA PATRON

Tubo 1 2 3 4 5 6 muestra
MUESTRA (pL) O 0 0 0 0 0 20

STD (uL) 0 10 20 40 80 100 O

H20 (uL) 100 90 80 60 20 0 80

Agregar 1 mL de soluciéon A y se mezclar las solues) incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Al término de estefie agregar 500L de reactivo de

Folin previamente diluido en una proporcion 1l/6culmar esta mezcla de reaccion
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durante 30 minutos a temperatura ambiente. La i@accse analiza

espectrofotométricamente a una longitud de ondéb@enm.

DETERMINACION DE LOS RESULTADOS

Trazar una gréafica de concentracién contra absordaon los datos de la curva
patron. Interpolar la absorbancia de las muestradaegrafica para determinar la

concentracion correspondiente.
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ANEXO 2

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciees nativas

SOLUCIONES

Solucion amortiguadora de muestra

Sacarosa 50% + Azul de bromofenol al 0.05% b.pc20 mL

Solucion A: Tris 0.09 M, &cido bérico 0.08M, EDTA 3mM (TBK) pH 8.35
Solucion B: 48 g acrilamida + 1.28g bisaclilamida c.b.p. 100mL

Solucion G= persulfato de amonio 10%

3% 30%

Volumen total 5mL 5SmL
Solucion A 500puL 500 uL
Solucion B 300puL 3 mL
H»0 destilada 4.2 mL 750uL
Glicerol 750puL
Temed 4L 4ulL
Solucion C 20 uL 20 uL

Las soluciones de acrilamida al 3% y 30% se cologan separado en los
compartimentos de la camara generadora de gradignte mezclan lenta y
progresivamente con agitacion constante mientras sertiendo entre las placas para
formar el gel en presencia de los catalizadoreséey persulfato de amonio, solucion
C).

Una vez polimerizado el gel, éste se precorre I5anb0 V para estabilizarlo. A
continuacion se cargan las muestras de la sigueatera:

1) Depositar 25ug de proteina HDL con BL de amortiguador de muestra en cada
carril.
2) Depositar un marcador de alto peso molecular erderios carriles del gel.

La separacion electroforética se realizé primeroaie 30 min a 90 V para
permitir la entrada de las muestras al gel. Al iBonde este periodo, la separacion se
continud durante 22 h a 180 V. Al final del tiemgh® migracion, el gel se desmolda y

se tifie segun el método seleccionado (proteinéirggemielina).
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